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RESUMO 
O câncer é descrito como uma doença desencadeada por fatores genéticos, 
geralmente mutações. Em se tratando de crianças e adolescentes, são observados 
cerca de 9.890 novos casos por ano sendo a leucemia o tipo mais frequente. Dentre 
os tipos existentes, a Leucemia Linfóide Aguda - LLA representa o mais grave e 
mais comum câncer infantil. Por se tratar de uma doença na maioria das vezes de 
origem não conhecida, pesquisas moleculares se fazem necessárias para aprimorar 
os métodos diagnósticos e os tratamentos e, assim, aumentar a taxa de sobrevida. 
Uma forma promissora de estudos moleculares está na pesquisa com células-tronco 
tumorais (CITs) que são assim chamadas por possuírem características iguais às de 
células tronco comuns. A existência dessas CITs em leucemias foi demonstrada 
primeiramente na Leucemia Mielóide Aguda, mas na LLA, a idéia de CITs é menos 
clara e pouco descrita. Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar a 
expressão dos genes c-myc, klf4, oct4, sox2 e notch3, relacionados à pluripotência, 
em pacientes infantis acometidos com LLA. Foram selecionados 43 pacientes com 
LLA e um paciente saudável, utilizado como controle. Das amostras coletadas foi 
extraído o RNA total e traçado o perfil da expressão gênica utilizando qPCR. Foi 
feita uma análise comparando a expressão dos genes alvo (c-myc, klf4, oct4, sox2 e 
notch3) entre os pacientes com LLA e a amostra controle, e não houve diferença 
significativa entra a expressão dos grupos. Foi realizada posteriormente uma 
correlação entre a hiperexpressão (considerados os valores acima do percentil 75) 
dos genes alvo com os fatores prognósticos e com a sobrevida total. Observou-se 
que, para o gene klf4, quando comparado o grupo com expressão basal e o grupo 
com hiperexpressão, houve diferença significativa (p = 0,022) na sobrevida dos 
pacientes, ou seja, quando há maior expressão desse gene, a sobrevida dos 
pacientes é diminuída. Além disso, foi observado que a hiperexpressão de c-myc se 
correlaciona com a ausência de translocações no momento do diagnóstico (p = 
0,014). Dessa forma, postula-se que o estudo de células tronco pluripotentes e de 
genes relacionados à pluripotência pode ser uma porta promissora para esclarecer 
as questões moleculares e aprimorar métodos diagnósticos e tratamentos da LLA. 
 
Palavras-chave: Leucemia Linfóide Aguda, Células-Tronco Tumorais, Fatores de 
Yamanaka, Expressão Gênica.  
ABSTRACT 
Cancer is described as a disease generally triggered by genetic mutations. 
Approximately, 9,890 new cases per year are diagnosed in Brazil in children and 
teenagers, of which leukemia is the most frequently occurring. In fact, among all 
types of malignancies, Acute Lymphoid Leukemia - ALL is the most serious and most 
common childhood cancer. Considering that the origin of the disease is largely 
unknown, research at the cellular and molecular level is needed to improve the 
diagnostic and treatment methods and thus increase survival rates. Recently, the 
existence of cancer stem cells (CSCs), which are so called due to their functional and 
genetic similarities to normal stem cells, has been proposed. Their characterization 
and identification held promises to a better understanding of cancer at the molecular 
level. The existence of CSCs in leukemia was first demonstrated in Acute Myeloid 
Leukemia. However, in LLA, they still remain elusive. Thus, the present study aimed 
at analyzing the expression of pluripotency-related genes, such as c-myc, klf4, oct4, 
sox2 and notch3, in bone marrows from pediatric patients affected with ALL. Forty 
three patients with ALL and a healthy individual, used as control, were selected. Total 
RNA was extracted from the collected samples and the profile of gene expression 
was obtained using qPCR. Comparative analysis of the expression of target genes 
(c-myc, klf4, oct4, sox2 and notch3) in patients with ALL and in the control sample, 
have shown no significant difference between the groups. A correlation between 
over-expression (values above the 75th percentile) of target genes and prognostic 
factors was subsequently performed. Expression levels of klf4 correlated with overall 
survival, when comparing basal expression and over-expression groups, with 
significant difference in patients survival (p = 0,022). In other words, when over 
expressed, this gene is associated with shorter patient survival. In addition, we 
observed that c-myc over expression correlates with the presence of translocation at 
the time of diagnosis (p = 0,014). Taken together, this study indicates that 
pluripotency-related genes may play a role in leukemogenesis, and therefore, may be 
a promising way to better understanding of the disease and improvement of 
molecular diagnostic and treatment methods of ALL.  
 
Keywords: Acute Lymphoid Leukemia, Cancer Stem Cell, Yamanaka factors, Gene 
Expression. 
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1.1 – CÂNCER E SUA EPIDEMIOLOGIA 
 O câncer é caracterizado pelo crescimento desordenado de células, 
geralmente mutadas e/ou com alterações epigenéticas, que se multiplicam nos 
diversos tecidos e órgãos.  Algumas vezes, elas podem se espalhar pelo organismo 
e colonizar tecidos distantes, gerando assim, metástases. Mesmo que o organismo 
possua mecanismos de defesa, as células cancerígenas conseguem contornar, de 
alguma maneira, o seu equilíbrio homeostático para exercer sua principal função: 
multiplicar-se(1-4). 
 O termo “câncer” é empregado no sentido de descrever tumores com 
características malignas (invasivos e metastáticos), já que esses também podem ser 
classificados como benignos, que são os tumores localizados e não invasivos(4, 5). O 
câncer também tem sido considerado uma doença crônico-degenerativa que 
apresenta desenvolvimento prolongado e progressivo, e no intuito de combater o 
desenvolvimento dessa doença, deve-se interferir em algum dos seus estágios para 
que o crescimento desordenado das células seja contido. A dificuldade dessa 
intervenção é que além de haver mais de cem tipos já identificados de câncer, as 
células que se encontram nesse crescimento desordenado podem ter diferentes 
aspectos etiológicos e diversos tipos de manifestações clínicas, o que dificulta a 
identificação exata de onde intervir em cada tipo de neoplasia(6-8). Atualmente, as 
metástases são consideradas o principal “calcanhar de Aquiles” no tratamento do 
câncer e são responsáveis por grande fração dos óbitos por ela determinados(5). 
Mesmo com essa problemática, o câncer é considerado a doença crônica com o 
maior potencial de cura se detectado precocemente(9). 
 Atualmente, o câncer se traduz em um grande problema de saúde pública 
tanto nos países desenvolvidos como nos países em desenvolvimento. Ele 
representa a segunda maior causa de morte depois das doenças 
cardiovasculares(10,12). As estatísticas mundiais mostram que, no ano 2008, cerca de 
7,6 milhões de pessoas morreram por essa causa, quase 13% de todas as mortes 
ocorridas. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que em 2030 a 
mortalidade ocasionada pelo câncer aumentará para 13,1 milhões de pessoas e que 
75 milhões de pessoas estarão vivendo acometidas pela doença(10, 11). 
20 
 
No Brasil, as estimativas para o ano de 2013 indicam cerca de 518.510 novos 
casos de câncer no país e se excluídos os casos de câncer de pele não melanoma 
estima-se um total de 385 mil novos casos. Para o sexo feminino são estimados 
260.640 novos casos, sendo que o tipo mais comum e frequente é o câncer de 
mama (53 mil novos casos). Para o sexo masculino são esperados 257.870 novos 
casos, sendo o tipo com maior incidência o câncer de próstata (60 mil novos 
casos)(12). Em relação ao câncer infanto-juvenil, abaixo de 19 anos, a incidência está 
entre 2% e 3% de todos os casos de câncer diagnosticados no país. Para o biênio 
2008/09 o INCA previa cerca de 9.890 casos por ano em crianças e adolescentes 
com até 18 anos de idade, sendo que o tipo com maior incidência são as 
leucemias(13). 
O aumento da incidência de tumores e consequentemente da mortalidade 
associada a essa doença é decorrente de vários motivos. A modificação 
demográfica como a redução das taxas de mortalidade e o aumento da taxa de 
natalidade, indicam o prolongamento da expectativa de vida e, consequentemente, o 
envelhecimento populacional, levando ao aumento da incidência de doenças 
crônico-degenerativas, como as cardiovasculares e o câncer. No entanto, outras 
causas podem ser observadas como a exposição dos indivíduos a fatores de risco 
para o aparecimento de novas neoplasias. A falta de tempo e de hábitos saudáveis, 
aliados às condições de trabalho estressantes e a má alimentação podem gerar 
reflexos importantes no perfil epidemiológico da população(14). A análise global 
desses fatores permite estabelecer relações entre questões clínicas e moleculares, 
e, entre essas questões e os tipos de câncer a elas relacionados(15). 
 
1.2 – LEUCEMIAS 
A leucemia corresponde a um câncer com origem na medula óssea, 
comprometendo principalmente a série branca do sangue e, consequentemente, o 
sistema imunológico dos pacientes acometidos por ela. Elas representam 2,04% dos 
casos de neoplasia no Brasil e estima-se que, em 2013, surjam 4.570 novos casos 
de leucemia em homens e 3.940 em mulheres. Esses valores correspondem a um 




Quando em situação normal, a medula óssea dá origem a células 
sanguíneas derivadas de uma célula tronco comum multipotente que se diferencia 
basicamente em três tipos celulares: as plaquetas, as células vermelhas e as células 
brancas (Figura 1).  
 
 
Figura 1: Processo normal de hematopoiese originando os três tipos celulares básicos. (Lodish, 
Molecular Cell Biology, 2003). 
 
As etapas de proliferação e de diferenciação dessas células no processo de 
hematopoiese são estritamente controladas pelo microambiente indutivo, em função 
da produção de glicoproteínas solúveis, citocinas, que controlam as mitoses e a 
diferenciação celular(16,17). O micro ambiente necessário para essa diferenciação 
celular conta com: presença de fatores de crescimento responsáveis pelo estímulo à 
proliferação e à diferenciação das células imaturas; atividade funcional das células 
maduras; acomodação das células em desenvolvimento; interações entre células de 
diferentes tipos, e entre as células e o microambiente. A regulação da hematopoiese 
ocorre pela secreção dos fatores de crescimento e pelas interações célula-célula e 
célula-estroma medular(18). 
Quando em situação de leucemia, a medula óssea produz uma quantidade 
exagerada de precursores hematopoiéticos anormais que geralmente comprometem 
a série branca do sangue e, consequentemente, o sistema imunológico dos 
portadores. O microambiente celular nessas condições também é diferenciado e os 
22 
 
componentes presentes no estroma normal tornam-se desregulados na presença de 
células tumorigênicas, favorecendo a sobrevivência das mesmas, a progressão da 
doença e a resistência a drogas quimioterápicas. Alterações nos fatores de 
crescimento liberados no estroma medular podem modular o ambiente favorecendo 
a proliferação, diferenciação e maturação desordenada de blastos leucêmicos, 
inclusive inibindo apoptose(19 – 22).  
As leucemias estão classificadas em subgrupos de acordo com 
características clínicas e patológicas, que resultam em tratamentos diferenciados 
para cada um deles. A primeira subdivisão está em suas formas aguda e crônica. A 
forma aguda caracteriza-se por aumento muito rápido do número de células 
imaturas doentes e impossibilita a medula de reproduzir células sanguíneas 
saudáveis. Na forma crônica, a principal característica é um aumento no número de 
células maduras anormais da série branca do sangue, levando meses ou até anos 
para progredir e por isso é mais frequentemente encontrada em pessoas mais 
velhas. As leucemias podem ser subdivididas também em relação ao tipo celular 
afetado, os mieloblastos (leucemias mielóides) ou os linfoblastos (leucemias 
linfóides)(18,19, 23). 
As principais causas para o desenvolvimento da leucemia no indivíduo ainda 
não são bem esclarecidas, mas a exposição à radiação ionizante, medicamentos 
utilizados em quimioterapia e exposição ocupacional ao benzeno podem ser fatores 
de risco bastante importantes. Embora as leucemias sejam doenças de 
acometimento sistêmico, se diagnosticadas precocemente e se houver acesso ao 
tratamento, a sobrevida relativa em cinco anos pode chegar a 80%(17-19). 
 
1.2.1 – Leucemia Linfóide Aguda 
Dentre os tipos existentes, a Leucemia Linfóide Aguda (LLA) é uma doença 
que atinge principalmente os leucócitos e representa o mais grave e mais comum 
câncer infantil, correspondendo a aproximadamente 80% dos casos de leucemia na 
infância. Essa doença, como mencionado anteriormente, é caracterizada pela 
produção de leucócitos malignos e imaturos pela medula. O pico de incidência da 
doença é registrado na faixa etária de 2 a 5 anos, apresentando maior frequência 
em pacientes do sexo masculino(24,25).  
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Hoje existem três formas de classificar a doença de acordo com sua 
gravidade. A primeira delas é a classificação FAB (French, American, British) que foi 
instituída na década de 1970. Baseia-se exclusivamente na análise dos aspectos 
morfológicos e citoquímicos das células malignas e pode ser subdividida em: L1, que 
detém 25 a 30% dos casos com presença predominante de linfoblastos pequenos, 
com núcleo regular e cromatina homogênea; L2, que representa a maior parte dos 
casos (70%) apresentando linfoblastos grandes, com núcleo irregular e cromatina 
heterogênea; e L3 que representa o menor percentual de casos e se apresenta com 
linfoblastos de tamanhos médios e citoplasma com características hiperbasofílicas e 
presença de vacúolos(26). A segunda forma de classificação foi proposta pela OMS, é 
a mais completa, mais utilizada e baseia-se em dados de imunofenótipo, cariótipo e 
biologia molecular, permitindo a classificação de acordo com a linhagem B, T ou NK 
(que é um tipo muito raro na infância) e com a presença ou ausência de 
translocações(27). Por fim, a terceira forma de classificação é a EGIL (European 
Group for the Immunological Characterization of Leukemias) que tem como base os 
imunofenótipos celulares e por isso permite a diferenciação em subtipos 
imunológicos podendo classificar a linhagem celular em B ou T e, além disso, 
caracterizar o estágio maturativo dessas células (28). 
Os sintomas observados quando há acometimento por LLA, são pouco 
específicos e podem incorrer em fadiga e fraqueza decorrentes de anemia, febre 
e/ou outros sintomas de infecção, perda de peso e/ou de apetite, sangramentos, 
dores nas articulações e ossos, linfonodomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia. 
O diagnóstico da LLA é feito basicamente por exame físico e exames laboratoriais. 
Os principais exames utilizados para diagnosticar a LLA são o Hemograma, 
Imunofenotipagem, Cariótipo e Análise da presença de Translocações. O 
Hemograma mostra, na maioria dos casos (90%), linfoblastos no sangue periférico, 
presença de anemia e trombocitopenia em graus variados e hiperleucocitose em 
cerca de 16% dos casos. A imunofenotipagem consiste em diferenciar se o 
linfoblasto tem origem em células B ou células T. Já o exame de cariótipo é 
realizado para detecção de alterações cromossômicas que podem ser confirmadas 
por análises para a presença de translocações por PCR convencional. 
Os principais fatores prognósticos analisados quando se acredita que haja o 
acometimento por LLA são a leucometria, caracacterísticas citogenéticas, 
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imunofenotipagem em B ou T e em CD10+ ou CD10-, cariótipo e biologia molecular 
para detecção de alterações cromossômicas como translocações previamente 
observadas em LLA: t(12;21), t(1;19), t(9:22); t(4:11). 
Utilizando esses fatores prognósticos, o Grupo Brasileiro para Tratamento da 
Leucemia Linfóide na Infância (GBTLI-93), divide os pacientes com LLA em três 
grupos de risco. O Risco Básico Verdadeiro (RBV) inclui pacientes com idade entre 
um e dez anos, leucometria inicial menor que 10.000/mm3, hepato-esplenomegalia 
inferior a 5 cm do rebordo costal, ausência de massa mediastinal e de envolvimento 
do Sistema Nervoso Central (SNC) pela doença. O Risco Básico (RB) inclui 
pacientes com idade entre um e dez anos, contagem leucocitária inicial entre 
10.000/mm3 e 50.000/mm3, presença de massa mediastinal, fígado e/ou baço com 
aumento superior a 5 cm do rebordo costal. O grupo de Alto Risco inclui os 
pacientes com menos de um ano e mais de dez anos, leucometria inicial maior que 
50.000/mm3 e/ou envolvimento do SNC. Além desses critérios, pacientes com 
imunofenótipo T e/ou achados desfavoráveis na citogenética (hipodiploidia, 
pseudodiploidia) são enquadrados também no grupo de alto risco(29). 
A LLA é uma doença que têm sua progressão acelerada e por isso a 
introdução de um tratamento é sempre urgente para garantir uma resposta eficaz do 
organismo. Os tratamentos geralmente utilizados são a poliquimioterapia e a 
radioterapia, geralmente associados, mas que podem também ser utilizados 
separadamente. Normalmente, os tratamentos consistem em três fases. A primeira é 
a fase de indução que dura em média trinta dias e tem como objetivo a remissão 
citológica da medula, recuperação medular com precursores normais e proteção de 
doenças no sistema nervoso central (SNC). A segunda fase é a de consolidação (ou 
intensificação) que tem como foco a eliminação da doença residual mínima e 
também a proteção contra doenças do SNC. A terceira fase é a de manutenção. É a 
mais longa de todas levando de um ano e meio a dois anos e visa à manutenção da 
remissão de células leucêmicas. No que se refere à LLA, nessa fase também se faz 
o combate a doenças do SNC. Dessa forma o tratamento leva em torno de dois anos 
e meio. Em alguns casos, como quando o paciente não responde ao tratamento, ou 
quando ele se encaixa no grupo de alto risco, pode ser necessário o transplante de 
medula óssea(25, 29). 
25 
 
Nas últimas quatro décadas, a taxa de sobrevida de pacientes com LLA 
aumentou consideravelmente, de 10% nos anos 1960 para 80% na atualidade, 
mostrando grande avanço no tratamento da doença(25,30). A melhora do prognóstico 
deve-se à descoberta precoce da doença e da utilização de medicamentos 
quimioterápicos com ação antileucêmica eficaz, possibilitando assim o maior 
controle da doença(23,31). O conhecimento do funcionamento da célula leucêmica foi 
elemento fundamental para o desenvolvimento dos medicamentos utilizados no 
tratamento e para a determinação da duração e da intensidade de cada etapa do 
tratamento(31). 
Por se tratar de uma doença na maioria das vezes de origem não conhecida, 
muitas pesquisas foram desenvolvidas ao longo dos anos para aprimorar os 
métodos diagnósticos, os tratamentos e aumentar a taxa de sobrevida.  
 
1.3 – CÉLULAS TRONCO TUMORAIS  
Nos últimos anos houve muitos avanços no âmbito de pesquisas realizadas 
com câncer em geral. O conhecimento gerado delimitou o arcabouço utilizado como 
base para que Hanahan e Weinberg propusessem, em 2000, uma teoria simplificada 
sobre o desenvolvimento dessa doença. Eles indicaram os hallmarks do câncer que 
são seis capacidades biológicas adquiridas durante as várias etapas do 
desenvolvimento de tumores humanos (1) (Figura 2).  
                      




Os hallmarks se constituem em um princípio organizador para racionalizar as 
complexidades da doença neoplásica e são assim classificados: 1) manutenção da 
sinalização proliferativa, levando à proliferação crônica e desenfreada das células 
cancerígenas; 2) inibição de supressores de crescimento; 3) resistência à morte 
celular; 4) imortalidade replicativa; 5) indução da angiogênese; 6) ativação de 
invasão e metástase, que ocorre em tumores malignos (1). 
Uma forma promissora de estudo para melhora de diagnósticos e 
consequentemente de prognósticos para essa doença está na pesquisa com as 
células-tronco (CT) tumorais, ou mais comumente chamadas de células iniciadoras 
de tumor (CITs). São denominadas assim por possuírem características funcionais 
similares às de células-tronco normais como potencial ilimitado de replicação, 
capacidade de divisão assimétrica, ou seja, dar origem a uma célula idêntica à célula 
mãe e a outra célula diferenciada, e resistência à apoptose(32-34). A maioria dos 
tumores é composta por população heterogênea de células, da qual uma pequena 
subpopulação possui capacidade de dar origem a um novo tumor (32,33).  
As CITs possuem mecanismos que protegem a célula tumoral da terapia 
citotóxica padrão utilizado atualmente. Foi demonstrado que as CITs são 
responsáveis pela resistência à terapêutica no câncer pancreático(34-38), 
glioblastoma(34,39,40) e demonstram também mecanismos similares de resistência no 
câncer de cólon(34,41,42). Em alguns casos, essas CITs parecem apresentar 
expressão aumentada dos canais de exclusão de medicamentos e xenobióticos. 
Além disso, foi observada a preseça de CITs em vários outros tipos de tumores 
como o cancer de mama(34,43,44), próstata(34,45,46), pulmão(34,47,48), cabeça e 
pescoço(34,49), fígado(34,50,51) e melanoma(34,52,53). Assim, parece razoável concluir que 
essas CITs representam uma ameaça significativa, por sua resistência aos 
tratamentos tradicionais(34).  
De acordo com o modelo de progressão do câncer, são necessários distintos 
eventos como mutações para que uma célula normal se torne maligna(32). Devido ao 
seu ciclo de vida estendido, as células-tronco representariam o alvo mais provável 
para o acúmulo dessas alterações genéticas de cariótipo. Com o estudo dessas 
células pode-se avaliar a expressão de determinados genes, já descritos para 
células-tronco normais, que desempenham funções na sobrevivência, proliferação, 
metástase, recaída pós-tratamento, etc. Esses genes, em situação de tumor, devem 
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apresentar expressão por vezes semelhante e por vezes diferenciada da situação 
normal e a confirmação dessa hipótese pode levar ao desenvolvimento de uma 
terapêutica mais eficiente para essa patologia(33). 
A hipótese de origem de cânceres a partir de CITs modifica a abordagem 
conceitual da oncogênese e pode ter implicações para a prevenção, detecção e 
tratamento da leucemia, especialmente nos tipos muito graves em que as drogas 
quimioterápicas não conseguem atuar nas células comprometidas. 
No caso das leucemias, um único subconjunto de células têm a capacidade 
de se auto-renovar, dar origem a uma prole celular mais indiferenciada a fim de 
manter o tumor a longo prazo(54). A existência dessas CITs em leucemias foi 
demonstrada pela primeira vez em Leucemia Mielóide Aguda e subsequentemente 
mostrou-se que as CITs nos casos de LMA compreendem uma subpopulação de 
células que expressam vários marcadores celulares de superfície comuns com 
células tronco hematopoéticas normais e com outras células tronco leucêmicas 
específicas(55-58).  
Já na leucemia linfóide aguda, LLA, a idéia de CITs é menos clara e pouco 
descrita. Alguns estudos já descreveram que a presença de subpopulações de 
células com fenótipos primitivos em amostras clínicas de LLA é bastante 
frequente(59,60). Contudo, também tem sido sugerido que a propagação da LLA pode 
dar-se em situações mais difusas de forma que sua sua organização hierárquica 
seja menos rigorosa do que na LMA(60). Além disso, ainda não se sabe ao certo se 
as CITs leucêmicas surgem a partir de células tronco de tecidos diversos mutadas, a 
partir de células linfóides precursoras alteradas ou a partir de células diferenciadas, 
que podem sofrer desdiferenciação e readquirir uma progração similar à de células 
primitivas. A principal linha de pensamento aponta para que a origem seja em 
células linfóides precursoras comprometidas(23, 59-61). 
Assim, estipula-se que na LLA, independente do total de células tumorais, o 
número de CITs é variável e por isso a dificuldade em estabelecer um padrão para a 
quantificação e influência da mesma no tumor. Retomando a ideia de que essas 
células têm capacidades semelhantes à de células-tronco normais, é bastantante 
coerente a avaliação da expressão dos genes relacionados a células tronco 
embrionárias já que a análise da expressão desses genes pode ser fundamental 
para a elucidação de vias que regulam a renovação e diferenciação de CITs 
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leucêmicas e esclarecimento de mecanismos como a resistência aos químicos 
utilizados nos tratamentos tradicionais. Em teoria, se apenas um subconjunto 
relativamente pequeno de células é capaz de gerar tumores in vivo, estas células 
deveriam representar o alvo terapêutico mais crucial (60-64).  
 
1.4 – FATORES DE YAMANAKA 
Alguns genes capazes de conferir pluripotência celular já foram descritos na 
literatura(65,66). Em 2006, o grupo de Yamanaka da Universidade de Kyoto - Japão, 
isolou quatro genes essenciais para a produção de células tronco pluripotentes, 
oct3/4, sox2, klf4 e c-myc. Eles utilizaram retrovírus para ativar a expressão desses 
genes em fibroblastos de ratos e utilizaram antibiótico Fbx15+ para selecionar as 
células que expressaram esses genes, no entanto, essa  linhagem celular não 
conseguiu produzir quimeras viáveis quando injetadas em embriões em 
desenvolvimento(67). Em 2007, esse mesmo grupo, juntamente com outros dois 
grupos de Harvard e da Unversidade da Califórnia, mostraram a reprogramação de 
fibroblastos de camundongos em células pluripotente induzidas (iPSC) viáveis(68-70). 
Como se sabe, c-myc é um forte proto-oncogene e, talvez por isso, 20% dos 
camundongos quiméricos tenham desenvolvido câncer. Em estudo posterior, 
Yamanaka relatou que, embora a desdiferenciação seja mais lenta e menos 
eficiente, iPSCs podem ser criadas sem c-myc(71). 
 O grupo de Yamanaka reportou, em 2007, que a expressão ectópica dos 
genes sox2, oct4, klf4 e c-myc foi capaz de induzir a desdiferenciação de 
fibroblastos humanos da pele. Com um sistema retroviral, a expressão ectópica 
desses genes foi estimulada, e as células transfectadas foram tratadas com 
mitomicina C e posteriormente foram incubadas em meio de cultura para células 
tronco de primatas suplementado com fator de crescimento de fibroblastos (bFGF). 
No trigésimo dia as células pluripotentes induzidas foram isoladas e colocadas em 
nova cultura com as mesmas características anteriormente citadas e foi observado 
uma proliferação dessas células mantendo as características de pluripotência 
incluindo a morfologia, a proliferação, a dependência de alimentação, os marcadores 
de superfície, a expressão dos genes, as atividades do promotor, as atividades da 
telomerase, a diferenciação in vitro e formação de teratomas (Figura 3). Mais 
interessante, quando devidamente estimulados, esses mesmos fibroblastos foram 
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capazes de dar origem a diversos tipos celulares, como cardiomiócitos, adipócitos, 





                   
Figura 3: A) Esquema da desdiferenciação de fibroblastos em células-tronco pluripotentes induzidas 
(IPS). (1) Isolamento e cultura de fibroblastos. (2) Transfecção dos genes por meio de vetores virais. 
Células vermelhas indicam que as células que expressam os genes exógenos (c-myc, sox2, oct4 e 
klf4). (3) Passagem das células para meio de cultura de ESCs. (4) Seleção do subconjunto de células 
com características de pluripotência. B) Análises comparativas para veriricar a eficiência da indução 




Todos esses fatores de transcrição (c-myc, oct4, klf4 e sox2), são mais 
comumente expressos na fase embrionária onde a proliferação celular e mitoses 
subsequentes acontecem em maior número de vezes e mais rapidamente. É 
interessante notar que outros trabalhos demonstraram que variações de 
combinações dos genes utilizados pelo grupo de Yamanaka também foram capazes 
de conferir pluripotência a células humanas já diferenciadas(72-75).  
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Alguns estudos mostraram que leucemias linfóides, mais especificamente as 
do tipo T, apresentaram expressão elevada de um desses fatores, o oct4, com 
mesmo perfil de transcrição que em células tronco(76). Por isso, verifica-se a 
existência de uma porta de oportunidades para o estudo desses genes relacionados 
à LLA e buscando alvos moleculares específicos para melhores diganósticos e, 
subsequentemente, melhores formas de tratamento da doença. 
 
1.4.1 – C-MYC 
O gene c-myc codifica um fator de transcrição que possui a estrutura 
tridimensional que inclui um domínio bHLH/LZ (basic helix-loop-helix leucina zipper). 
A proteína Myc pode se ligar ao DNA através do seu domínio bHLH. No genoma 
humano, c-myc está localizado no cromossomo 8 e acredita-se que ele seja 
responsável pela regulação de cerca de 15% de todos os genes por meio de 
ligações em seqüência de E-boxes ou do recrutamento de histonas 
acetiltransferases. Ele é mebro da família MYC de proto-oncogenes da qual fazem 
parte também o L-myc, N-myc e V-myc(77,78).  
O c-myc é ativado através da via MAPK/ERK. Ao modificar a expressão de 
seus genes-alvo, o resultado se dá por inúmeros efeitos biológicos como a 
capacidade de aumentar a proliferação celular por meio do aumento da expressão 
das ciclinas e da diminuição da expressão da p21 que é uma das proteínas 
responsáveis pela manutenção do ciclo celular. Além disso, o c-myc desempenha 
papel muito importante na regulação do crescimento celular e na apoptose quando 
atua na diminuição da expressão de bcl-2(4, 79).  
O gupo de Yamanaka demonstrou que c-myc está diretamente envolvido na 
reprogramação de células humanas adultas em IPS. No entanto, o uso de elementos 
da família "MYC" na indução de IPS é preocupante já que, sendo o c-myc um proto-
oncogene, a elevada expressão do mesmo pode gerar teratomas letais(65,71). 
Em situações de câncer, o c-myc frequentemente aparece superexpresso e 
como ele está envolvido na expressão de outros genes, essa superexpressão pode 
resultar na desregulação da expressão de vários deles. Alguns desses genes, como 
a ciclina D e o bcl-2 podem estar envolvidos na proliferação celular, e se 
desrregulados podem, como consequência, resultar na formação de tumores. Assim, 
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o c-myc pode ser classificado como um forte proto-oncogene. Uma translocação 
comum envolvendo c-myc em seres humanos é a t(8, 14), que é crítica para o 
desenvolvimento da maioria dos casos de linfoma de Burkitt. Alterações na 
expressão de c-myc foram encontradas em carcinoma do colo do útero, do cólon, de 
mama, de pulmão e de estômago(79).  
Um estudo, com fins de elucidar o efeito de c-myc em vários tipos de câncer, 
apontou que houve maior indução na tumorigênese em camundongos transgênicos 
que superexpressavam c-myc em diversos tecidos, confirmando assim a 
característica de pronto-oncogene do c-myc. Além disso, a inativação da enzima 
ativadora de SUMO (SAE1/SAE2) na presença de c-myc implica em catástrofe 
mitótica ou morte celular em células cancerosas e por isso os inibidores de 
sumoilação podem ser um possível tratamento para o câncer relacionado à 
hiperexpressão de c-myc(80). 
O aumento de c-myc implica ainda na proliferação de células B e, por esse 
motivo, pode estar relacionado a Leucemias de células B diretamente ou por um 
mecanismo indireto relacionado com a p27(81).  
 
1.4.2 – KLF4 
O gene klf4 é responsável por codificar a proteína “Kruppel-like factor 4” em 
células tronco embrionárias. Ele faz parte da família KLF que possui no total 17 
membros (klf1 a klf17). Cada membro da família tem um conjunto característico de 
três dedos de zinco na sua extremidade “carboxi-terminal” que reconhecem 
essencialmente três partes de bases do DNA. Os domínios funcionais (amino-
terminais) dos genes da família KLF ficam na extremidade contrária à extremidade 
dos dedos de zinco. A compreensão da estrutura e função dos membros da família 
KLF possibilita a criação de fatores de transcrição artificiais. Dedos de zinco 
artificiais podem ser construídos para reconhecer sítios escolhidos no DNA e 
domínios funcionais artificiais podem ser adicionados para ativar ou reprimir genes 
em diversos ambientes celulares (77, 82, 83).  
Diferentes membros da família KLF são expressos em diferentes tecidos. O 
klf1 é expresso apenas em células vermelhas do sangue dirigindo a diferenciação de 
células vermelhas e reprimindo a formação de megacariócitos(84). Outros KLFs são 
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mais amplamente expressos e há interações entre os membros da família. Klf3, por 
exemplo, é acionado por klf1 bem como klf8(85). Por outro lado, klf3 reprime klf8. Tal 
regulação cruzada ocorre amplamente em famílias de fatores de transcrição. O klf2 
tem papel na expressão do gene da globina, assim como klf3(86). O klf3 também tem 
papéis na formação dos adipócitos e em linfócitos B. Recentemente, foi mostrado 
que o klf3 é importante no desenvolvimento do coração. Klf5, como klf3, é 
importante na formação de adipócitos(87) e klf6 é um importante gene supressor de 
tumor, que é frequentemente mutado no câncer da próstata(88).  
O klf4 (originalmente Gut KLF) é um gene importante no desenvolvimento do 
intestino e da pele. Mais recentemente demonstrou ser um bom indicador das 
características de células tronco embrionárias totipotentes e também em células  
pluripotentes induzidas(65). 
Alguns estudos reportaram que esse agente possui ligação direta com a 
proteína de ligação CREB(89). Foi mostrado, ainda, que esse fator de transcrição, 
klf4, está presente em uma subunidade enzimática da telomerase (TERT) e quando 
forma um complexo com a β-catenina, propicia a expressão da telomerase. No 
entanto, se não houver a formação do complexo o klf4 é insuficiente para estimular a 
expressão da TERT(90). 
Os fatores de transcrição oct4 (descrito asseguir) e klf4 são essenciais para a 
manutenção da auto-renovação e do estado indiferenciado de células tronco 
embrionárias. Além disso, esses mesmos genes são fundamentais para a 
reprogramação de células pluripotente induzidas (iPS). Quando expressos, esses 
genes promovem a desdiferenciação de uma célula adulta diferenciada em uma 
célula pluripotente(65, 91).  
 
1.4.3 – OCT4 
Oct4, ou “octamer-binding transcription factor 4”, é conhecido também como 
POU5F1 (domínio POU, classe 5), e é uma proteína que, em humanos é codificada 
pelo gene POU5F1. Membros da família OCT, os genes oct1, oct2 e oct3/4 possuem 
um domínio POU pelo qual eles se ligam ao DNA(77,92). O domínio POU é um 
domínio bipartido composto por duas subunidades. A subunidade amino-terminal é 
conhecida como domínio específico de POU e a subunidade carboxi-terminal como 
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um domínio “homeobox”(93). Os vários membros da família POU têm ampla 
variedade de funções geralmente relacionadas à função do sistema 
neuroendócrino(94) e o desenvolvimento dos organismos(95).  
Membro da família OCT, o oct4 está fortemente envolvido na auto-renovação 
das células tronco embrionárias e por esse motivo muitas vezes é utilizado como 
marcador molecular de células indiferenciadas. Sua expressão pode variar de 
hiperexpressa a hipoexpressa, mas independente disso haverá alteração na 
bioquímica celular, fato que torna o estudo desse gene/proteína promissor(96).   
A expressão o oct4 começa ainda na fase de pré-implantação uterina do 
zigoto e permanece durante toda a fase embrionária. Além disso, a expressão desse 
gene está associada com um fenótipo indiferenciado em tumores (97). Quando há 
baixa expressão desse gene, ocorre a indução da diferenciação celular e a alta 
expressão contribui para a manutenção do estado de indiferenciação celular (98). 
Niwa e colaboradores propuseram que a expressão de oct4 deve ser exata para 
manter a característica de auto-renovação das células tronco e qualquer alteração 
na expressão, para mais ou para menos, induz a regulação de programas de 
desenvolvimento diferentes(97). Boiani e Scholer mostraram que o “knockout” total da 
expressão de oct4 em camungongos tem efeito deletério, ou seja, promove a morte 
do embrião antes mesmo da formação do trofoblasto(99). 
Os fatores de transcrição oct4 e sox2  parecem contribuir conjuntamente para 
a manutenção da auto-renovação e do estado indiferenciado de células tronco 
embrionárias. O oct4 pode formar um heterodímero com sox2  de modo que estas 
duas proteínas se ligam ao DNA juntas (69). Além disso, o oct4 juntamente com sox2, 
klf4 e c-myc são utilizados para criar células pluripotente induzidas (IPSCs). Quando 
expressos conjuntamente, esses genes promovem a desdiferenciação de uma célula 
adulta diferenciada em uma célula pluripotente(100-102). Mais tarde mostrou-se que 
apenas o oct4 e o klf4 eram fundamentais para proporcionar essa reprogramação e, 
posteriormente, foi constatado que apenas o oct4 era efetivamente necessário para 
essa reprogramação(91, 103).  
Devido a essas características, o oct4 tem sido relacionado à tumorigênese 
de células tronco adultas. Estudos recentes revelaram que a expressão ectópica de 




1.4.4 – SOX2 
Sox2 é um fator de transcrição fundamental para a manutenção da 
pluripotência em células tronco embrionárias indiferenciadas. Pertence à família 
SOX cujos membros desempenham papéis importantes em diversas fases do 
desenvolvimento de mamíferos(77). Essa família possui domínios de ligação ao DNA 
conhecidos como HMG-box. Esse domínio de ligação é altamente conservado em 
espécies eucarióticas. Há cerca de vinte genes da família SOX presentes em 
humanos e camundongos, e oito genes presentes em Drosophila. Quase todos eles 
mostram pelo menos 50% de similaridade entre eles. A família é dividida em sub-
grupos de acordo com a homologia no domínio HMG e outros motivos estruturais, 
bem como de acordo com características funcionais(105). 
Membro da família SOX, o sox2 pode formar complexos com outros genes 
para contribuir com a rede do complexo molecular para manter a condição de célula 
tronco(106). Ele se liga ao oct4 cooperativamente para então se ligarem ao DNA, o 
que ativa fatores de transcrição chaves para manutenção da pluripotência(107). Como 
foi mostrado que essa regulação pode ocorrer sem a presença do sox2, concluiu-se 
que o papel do sox2 é o de controlar a expressão do oct4 (68).  
Como descrito acima, descobriu-se que, em conjugação com oct4, c-myc e 
klf4, o sox2 poderia reprogramar as células transformando-as em células 
pluripotente induzidas(65, 67). A perda da pluripotência é regulada por hipermetilação 
de alguns sítios de ligação de sox2 e oct4 nas células germinativas e repressão pós-
transcricional de sox2 por miR134(108,109). Sox2 tem um papel fundamental na 
manutenção de células tronco embrionárias e neurais e é uma grande promessa em 
pesquisa envolvendo pluripotência induzida, um campo emergente e promissor da 
medicina regenerativa(110). 
No que diz respeito ao câncer, sox2 se mostra envolvido em vários tipos 
como o cancer de pulmão, de pele, de cólon e de próstata(111-113). Estudos em 
camundongos mostraram que em condições normais, a expressão de sox2 é 
específica para a manutenção da condição de auto-renovação e proporção de 
células basais no epitélio traqueal adulto. No entanto, a sua hiperexpressão dá 
origem a extensa e hiperplasia epitelial, eventualmente, carcinoma no pulmão . A 
sua super expressão também está ligada à migração celular e ao crescimento 
independente de ancoragem(114). 
35 
 
O fator inibidor de leucemia (LIF) pode ativar sox2 dentro da célula, a jusante 
da via de sinalização JAK-STAT, e gerar uma ativação subsequente de klf4, oct4 e 
nanog que podem, então, vir a regular positivamente a transcrição de todas as 
proteínas relacionadas à pluripotência na LIF(115). Por isso, considera-se importante 
a pesquisa desse gene em leucemias podendo vê-lo como possível marcador 
molecular para prognóstico e, posteriormente, um bom alvo terapêutico. 
 
1.5 – NOTCH3 
Notch3 é um gene responsável pela codificação da proteína “Neurogenic 
locus notch homolog protein 3” (77). 
A Família NOTCH está presente desde os metazoários até os mamíferos e 
possui quatro membros, notch1, notch2, notch3 e notch4(116). O receptor notch é 
uma proteína transmembrana de via única e sua sinalização promove ploriferação 
celular durante a neurogênse. A atividade de notch é inibida por Numb para 
promover a diferenciação neural(117).  
Os genes da família NOTCH estão envolvidos em mecanismos de regulação 
de genes que controlam vários processos de diferenciação celular durante a vida 
embrionária e adulta(118-120). Além disso, estão envolvidos em diversos outros 
processos no organismo, entre os quais podemos destacar: determinação do destino 
celular de células tronco mamárias em várias fases do desenvolvimento(121),  
mecanismos não nucleares, tais como o controle do citoesqueleto de actina 
mediante a tirosina quinase Abl(122), expansão do compartimento de células tronco 
hematopoiéticas, durante o desenvolvimento dos ossos e de participação no 
comprometimento com a linhagem osteoblástica, sugerindo um papel terapêutico 
potencial para o entalhe na regeneração do osso e da osteoporose(123), envolvimento 
com  precursores comuns da linhagem linfóide T(124).  
A sinalização de notch se encontra desrregulada em muitos tipos de câncer. 
Mutações em notch3 foram identificados como a causa subjacente da arteriopatia 
cerebral autossômica dominante com infartos subcorticais e leucoencefalopatia 
(CADASIL)(125). Mutações em notch3 também foram identificados em indivíduos com 
doença de Alzheimer(126). 
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Estudos mostraram que alterações na expressão de membros da família 
NOTCH estão relacionados com situações de Leucemia. A inibição da sinalização 
de membros da familia NOTCH tem mostrado efeitos anti-ploriferativos de células T 
em cultura de células e em modelos xenobióticos(127,128).  
Em 1988, Joutel e Tournier-Lasserve mostraram que LLA de células T estão 
relacionadas com mutações em notch1(125,129). Mais tarde, em 2002, Bellavia e 
colabordores mostraram que a elevada expressão de notch3 é fator importante para 
a leucemogênese de células T(130). Essa proposta foi ratificada por Nagel e 
colaboradores em 2009, mostrando que a baixa sinalização de notch3 diminui a 
sinalização de MSX2 que consequentemente reduz o desenvolvimento das células 
T, e por Ghisi e colaboradores em 2011. A redução da expressão de notch3 em 
células T tem efeitos adversos na sua ploriferação e sobrevivência e por isso 
acredita-se que a inibição da expressão de notch3 pode resultar em uma potente 
atividade antitumoral em pacientes com LLA de células T(131-133).   
Apesar de os membros da família NOTCH estarem mais frequentemente 
realcionados com leucemias de células T, foi também descrito que quando as 
moléculas da família NOTCH são neutralizadas, há diminuição significativa na 
sobrevivência das células do tipo B de LLA. A inibição da expressão de notch3 e 
notch4 resultou em um aumento significativo na morte de células leucêmicas do tipo 
B por apoptose, mostrando mais uma vez que esse gene pode ser um alvo 














2.1 – OBJETIVO GERAL 
 Analisar a expressão dos genes relacionados à primitividade em células 
mononucleares de medula óssea de crianças portadoras de Leucemia Linfóide 
Aguda – LLA. 
 
 2.2 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 i. Identificar a expressão dos genes notch3, c-myc, klf4, oct4 e sox2 em 
linhagens celulares (NT2, MDA-MB-468, HCC1954, SKBR3 e HELA) para obtenção 
de controles positivos para as análises moleculares das amostras coletadas. 
 ii. Realizar a análise da expressão dos genes notch3, c-myc, klf4, oct4 e sox2, 
relacionados à pluripotência em linhagens celulares leucêmicas e em células 
mononucleares de portadores de LLA atendidos no Hospital da Criança de Brasília 
José Alencar – DF. 
 iii. Correlacionar os níveis de expressão gênica com os dados clínicos obtidos 














 3.1 – CULTURA DE CÉLULAS 
Para a padronização das análises moleculares utilizou-se RNA extraído de 
diversas linhagens celulares conforme descrito a seguir.  
O material genético (mRNA) das seguintes linhagens celulares foi utilizado 
neste trabalho: cDNAs totais de MDA-MB-468, SKBR3 e HCC1954 gentilmente 
cedidas pela Dra. Ana Maria Camargo Aranha (Instituto Ludwig para pesquisas 
sobre o câncer – São Paulo); HeLa, cedida pela Dra. Marie Togashi (Laboratório de 
Farmacologia Molecular, UnB); cDNA total de NT2 cedido pelo professor Rodrigo 
Alexandre Panepucci do Laboratório de Hematologia da Universidade de Medicina 
de Ribeirão Preto – USP; e REH cedida pelo Dr. Luis Henrique Sakamoto do 
Hospital da Criança José Alencar – Brasília (Tabela 1). 
 
Tabela 1: Linhagens Celulares utilizadas no desenvolvimento e padronização das análises 
moleculares.  
Linhagem Descrição/Origem Aderente/Não 
aderente 
Meio de Cultivo 
MDA-MB-468 Adenocarcinoma 
Mamário 
Aderente DMEM  
HCC1954 Carcinoma Ductal Aderente RPMI 
SKBR3 Adenocarcinoma 
Mamário 
Aderente DMEM  
HeLa Adenocarcinoma 
do Colo do Útero 
Aderente EMEM 
REH Leucemia Linfóide 
Aguda 




3.1.1 – Descongelamento de Células de Mamíferos 
As linhagens celulares previamente aliquotadas e armazenadas em criotubos 
em nitrogênio líquido foram reavividas para o início da cultura.  Duas alíquotas foram 
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retiradas do nitrogênio líquido e levadas imediatamente para o banho-maria, sendo 
ali incubadas até a liquefação da solução. O conteúdo foi então transferido para um 
tubo falcon (cônico) de 15mL, onde, gota a gota, foram acrescentados 5mL de meio 
apropriado para o tipo celular (DMEM, RPMI ou EMEM, acrescido de soro e 
antibióticos conforme descrito abaixo). A amostra foi centrifugada a 1.500 rpm por 5 
minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi cuidadosamente aspirado, o 
centrifugado (pellet) contendo as células foi ressuspendido em 5mL de meio e as 
mesmas colocadas em placa de petri para cultura de tecidos de 10 cm diâmetro, ou 
em garrafas de poliestireno para cultura de células em um total de 10mL. As células 
foram incubadas a 37ºC com 5% de CO2. 
 
3.1.2 – Cultivo de Células 
3.1.2.1 – Cultivo de Células Aderentes 
As linhagens de câncer de mama MDA-MB-468 e SKBR3 foram cultivadas em 
placas de cultura para células aderentes de 10 cm de diâmetro com meio de cultura 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Sigma, St. Louis, Missouri, USA) 
suplementado com 10% de SFB (Bovine Calf Sera, GibcoTM, Invitrogen Corporation, 
Burlington, Canada), 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. A 
linhagem HCC1954 foi também cultivada em placas de cultura para células 
aderentes de 10 cm de diâmetro com meio de cultura RPMI (RPMI-medium 1640 - 
Sigma, St. Louis, Missouri, USA) suplementado com 10% de SFB (Fetal Bovine 
Serum, Gibco®, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL 
de estreptomicina. Por fim, a linhagem HeLa de Adenocarcinoma de Colo do Útero 
foi cultivada em placas de cultura para células aderentes de 10 cm de diâmetro com 
meio de cultura EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium - Sigma, St. Louis, 
Missouri, USA) suplementado com 10% de SFB (Bovine Calf Sera, Gibco®, 
Invitrogen Corporation, Burlington, Canada), 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de 
estreptomicina. Todas as células foram incubadas a 37ºC com 5% de CO2. 
 
3.1.2.2 – Passagem de Células Aderentes 
Para a passagem das células aderentes o meio de cultura foi inicialmente 
aspirado da placa e procedeu-se a uma lavagem com solução salina tamponada 
com fosfato (PBS) 1X. O PBS foi posteriormente aspirado adicionando-se 1mL de 
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tripsina, cuja concentração foi de 0,05% ou 0,25%, dependendo do tipo celular.  As 
células foram incubadas em tripsina por 1 minuto a 37ºC, ou até que tivessem se 
soltado das placas, conforme verificado em microscópio óptico invertido. Foram 
colocados  8mL de meio completo adequado para cada tipo celular, para retardar o 
processo de tripsinização das células. Essas foram ressuspendidas, transferidas 
para um tubo falcon de 15mL, e centrifugadas por 5 minutos a 2.000 rpm. O 
sobrenadante foi aspirado cuidadosamente e o pellet foi ressuspendido em 10mL de 
meio de cultura. Após este procedimento transferiu-se a quantidade desejada de 
células (passagem 1:3 a 1:5 dependendo da linhagem) para as placas de cultura e o 
volume final foi completado até 10mL de meio completo. As células foram incubadas 
a 37ºC com 5% de CO2. 
 
3.1.2.3 – Cultivo de Células Não Aderentes 
As células procedentes de linhagem leucêmica (REH) foram cultivadas em 
garrafas de poliestireno para cultura de células (Falcon, Becton Dickinson and 
Company, Franklin Lopes, NJ, USA) contendo meio de cultura RPMI (RPMI-medium 
1640 / Sigma, St. Louis, Missouri, USA), suplementado com 10% de SBF(Bovine 
Calf Sera, GibcoTM, Invitrogen Corporation, Burlington, Canada), 100 U/mL de 
penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. As células foram incubadas inicialmente 
em uma concentração de 3 a 10 x 105 células/mL a 37ºC, com uma atmosfera de 5% 
de CO2. 
 
3.1.2.4 – Passagem de Células Não Aderentes 
Para a passagem de células não aderentes, o meio contendo as células em 
suspensão foi transferido para um tubo falcon de 15mL, e centrifugadas por 5 
minutos a 2.000 rpm. O sobrenadante foi aspirado cuidadosamente e o pellet foi 
ressuspendido em 10mL de meio de cultura. Após este procedimento transferiu-se 
um volume escolhido com a quantidade desejada de células para as garrafas de 
cultura e o volume final foi completado até 10mL de meio de cultura completo. As 





3.2 – SELEÇÃO DE PACIENTES 
As amostras aqui utilizadas foram provenientes de pacientes atendidos no 
Núcleo de Oncologia e Hematologia Pediátrica (NOHP) da Secretaria de Estado de 
Saúde do DF (SES-DF) no Hospital da Criança de Brasília José Alencar. O Hospital 
da Criança de Brasília (HCB) é um polo de referência em atenção especializada de 
média e alta complexidade para crianças e adolescentes com câncer, com idade 
entre 29 dias a 18 anos. Recebe pacientes do Distrito Federal e, também, de outras 
regiões do país, procedentes de municípios dos estados de Goiás, Minas Gerais, 
Tocantins e Bahia. O HCB atende exclusivamente pelo Sistema Único de Saúde 
(SUS) e é gerido pelo Instituto do Câncer Infantil e Pediatria Especializada (ICIPE). 
Todos os pacientes participantes da pesquisa assinaram o termo de 
consentimento livre e esclarecido (TCLE) por meio de seus representantes legais, os 
quais foram esclarecidos antes do uso das amostras neste estudo. Para a formação 
do grupo experimental, foram coletadas amostras de pacientes com diagnóstico 
positivo de leucemia linfóide aguda, além dos critérios de inclusão mencionados 
abaixo. Para a formação do grupo controle, foi utilizada amostra de um paciente com 
idade cronológica próxima à dos pacientes no grupo de estudo, entre um e nove 
anos, porém com o diagnóstico negativo para leucemia.  
 
3.2.1 – Critérios de Inclusão e Exclusão para o Grupo de Estudo 
Algumas características foram selecionadas como critérios de inclusão para 
os pacientes no estudo como: 
 Ter menos de 18 anos de idade 
 Ter diagnóstico recente de leucemia linfóide aguda por método citológico e 
imunofenotípico 
 Estar em acompanhamento e tratamento no Núcleo de Oncologia e 
Hematologia Pediátrica da SES/DF 
 Assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE – Anexo II), por 
meio de seus responsáveis legais. 
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Além disso, algumas características foram selecionadas como fatores 
limitantes para a participação do paciente no projeto, ou seja, fatores de exclusão, 
aqui enumerados: 
 Recusa em participar do estudo 
 Não apresentar, ao diagnóstico, amostra de medula óssea suficiente para o 
estudo. 
 
3.3 – COLETA DAS AMOSTRAS 
As amostras foram coletadas no Núcleo de Oncologia e Hematologia 
Pediátrica (NOHP) da Secretaria de Estado de Saúde do DF (SES-DF) no Hospital 
da Criança de Brasília José Alencar, por profissionais habilitados dessas instituições 
sempre acompanhados de um membro da equipe do projeto. Todos os 
procedimentos relativos à coleta de amostras fazem parte da rotina de realização do 
diagnóstico.  
O aspirado de medula óssea para o diagnóstico foi obtido através de punção 
da crista ilíaca póstero-superior, sob anestesia local, com agulha apropriada. Esse 
procedimento é realizado rotineiramente no NOHP para diagnóstico citológico, 
imunofenotípico, citogenético e pesquisa de translocações moleculares clássicas. A 
amostra coletada da medula óssea foi separada em diversas partes, a serem 
utilizadas para testes laboratoriais e de análise diagnóstica, descritos a seguir. Parte 
da medula óssea serviu para confecção de esfregaço em lâmina de vidro para 
citologia, parte (cerca de 2mL) foi armazenada em tubo estéril com EDTA para 
imunofenotipagem, parte (cerca de 5mL) foi armazenada em seringa com heparina 
para estudo citogenético convencional e parte (cerca de 5mL) foi armazenada em 
tubo estéril com EDTA para estudo molecular.  
A amostra não neoplásica foi obtida por meio do aspirado de medula óssea 
de um paciente que teve a coleta de material indicado por outras suspeitas 
diagnósticas (por exemplo, púrpura trombocitopênica imune) para a qual não se 




Após a separação do material necessário para os exames clínicos e 
laboratoriais, realizados em todos os pacientes ali atendidos e tratados, as amostras 
de pacientes voluntários foram utilizadas nos experimentos aqui delineados. O 
material coletado foi transportado para o Laboratório de Patologia Molecular do 
Câncer da FS/UnB, onde ficou armazenado no freezer a -80ºC para posterior 
realização dos experimentos propostos. 
 
3.4 – CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS  
Para a análise de expressão gênica diferencial foram utilizadas amostras de 
43 pacientes com Leucemia Linfóide Aguda – LLA (18 meninas com media de idade 
de 7,44 anos, sendo a mínima um ano e a máxima 14 anos; e 25 meninos com 
media de idade = 6,64, sendo a mínima dois meses ou 0,166 ano e a máxima 17 
anos) e um paciente controle com idade similar à dos pacientes com LLA, entre um  
e nove anos de idade, e com diagnóstico negativo para leucemia de qualquer tipo.  
Todas as amostras foram classificadas de acordo com as características 
prognósticas pré-determinadas como descrito a seguir: 
- Leucometria: Menor que 50.000 ou maior que 50.000 por mm3 
- Imunofenotipagem: Pró-B; Pré-B ou T-ALL 
- Translocações: Ausente; t(12:21); t(1:19); t(4:11) ou t(9:22) 
- Grupos de Risco: Alto Risco e Baixo Risco (GBTLI-93) 
 
3.5 – EXTRAÇÃO DE RNA 
3.5.1 – Extração de RNA de Linhagem Celular por Trizol® 
A extração de RNA das células em cultura foi realizada com o reagente 
Trizol®, segundo especificações do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, EUA).  O meio 
de cultura das placas de cultura de 10 cm de diâmetro contendo as células foi 
descartado e as placas foram lavadas com PBS 1X por duas vezes. Foi adicionado o 
trizol às placas de cultura de acordo com a confluência celular (3mL para uma 
confluência de 70-80%) e as células foram incubadas em temperatura ambiente por 
1 a 2 minutos para promover a lise das células.  
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As células foram ressuspendidas passando o trizol pela placa várias vezes 
para garantir que as células se soltassem completamente. Esse lisado foi transferido 
para um ou mais microtubos de centrífuga livres de RNAse de acordo com a 
quantidade de trizol previamente adicionado, sendo que cada microtubo deveria 
conter um volume máximo de 1mL de lisado. Incubou-se o lisado à temperatura 
ambiente por 5 minutos.  
Ao final da incubação, foram adicionados 200µl de clorofórmio por mL de trizol 
utilizado. Os microtubos foram agitados vigorosamente por 15 segundos e 
incubados por 2 a 3 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram 
centrifugadas a 14.000 rpm, por 15 minutos a 4ºC.  
Ao final da centrifugação, formaram-se três fases: uma rosa na parte inferior, 
uma branca no meio e uma fase aquosa na parte superior. A parte aquosa foi 
cuidadosamente transferida para um novo microtubo livre de RNAse. Foi adicionado 
0,5mL de álcool isopropílico à porção aquosa, e a solução foi misturada por inversão 
do tubo por quatro vezes. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente 
por dez minutos e ao final desse tempo, as amostras foram centrifugadas a 14.000 
rpm, por 15 minutos, a 4ºC.  
O sobrenadante foi removido e o pellet foi lavado com 1mL de etanol 70% 
gelado. Após a adição do etanol, a solução foi misturada e centrifugada a 14.000 
rpm, por 15 minutos, a 4ºC. Essa lavagem foi repetida mais duas vezes para garantir 
maior pureza do material. 
Ao final, o sobrenadante foi removido e o pellet contendo o RNA foi seco em 
temperatura ambiente. Depois de quase totalmente seco (cerca de 80%) o pellet foi 
ressuspendido em 30 – 60µl de água bi-destilada, de-ionizada e livre de RNAse, de 
acordo com o tamanho final do pellet. Foram retirados 2µl para quantificação e a 
amostra foi imediatamente armazenada no freezer a -80ºC no laboratório de 
Patologia Molecular do Câncer – UnB. A quantificação foi realizada em aparelho de 
espectrofotometria (NanoVue PlusTM, código 28-9560-58, GE Healthcare), a 260nm. 
Para determinar o grau de pureza da amostra, a absorbância a 260nm e 280nm 




3.5.2 – Extração de RNA de Aspirado de Medula Óssea de Pacientes por 
Ficoll-Hipaque® 
A solução de gradiente de Ficoll-Hipaque foi previamente obtida conforme 
descrito a seguir. Em um em tubo de ensaio de vidro com tampa rosqueável livre de 
RNAse foram colocados 2mL de Ficoll-Hipaque. Procedeu-se à centrifugação do 
tubo a 3000 rpm por 5 minutos. 
Ao final da centrifugação, foram colocadas as amostras de medula em EDTA 
(3-5mL) sobre a camada de Ficoll no tubo de ensaio, tomando-se  cuidado para não 
desfazer a camada de Ficoll. A amostra depositada sobre o Ficoll foi centrifugada a 
8000 rpm por 20 minutos em temperatura ambiente. 
Formaram-se quatro camadas distintas, com o acúmulo de hemácias no 
fundo do tubo, seguido por uma camada inferior de Ficoll, outra intermediária com as 
células mononucleares e a mais superior de plasma. As células mononucleares 
foram cuidadosamente retiradas para não serem contaminadas com nenhuma das 
outras duas fases e colocadas em microtubos de centrífuga livres de RNAse. 
Completou-se o tubo até 1,5mL com PBS 1X gelado e a solução foi centrifugada em 
temperatura ambiente a 5000 rpm por 5 minutos. 
O sobrenadante resultante da centrifugação foi retirado cuidadosamente e 
posteriormente foi acrescentado ao tubo 300, 600 ou 1000µL de trizol a depender do 
tamanho do pellet obtido. 
A partir desse momento, procedeu-se à extração do material genético de 
acordo com o protocolo de extração por trizol conforme descrito anteriormente. 
 
3.5.3 – Quantificação de RNA 
A quantificação do RNA foi feita para medir a quantidade e pureza do material 
extraído utilizando-se o espectrofotômetro NanoVue PlusTM, código 28-9560-58 – GE 
Healthcare para, posteriormente, permitir a síntese eficiente de cDNA. Para ser 
utilizado neste estudo, o RNA extraído deveria estar em quantidade superior a 
1µg/µL e com índice de pureza entre 1,8 e 2,0, sendo a pureza medida pela razão 




3.5.4 – Eletroforese de RNA em Gel de Agarose 
A fim de verificar a integridade do RNA extraído das amostras, o RNA total 
obtido foi submetido à eletroforese em gel de agarose. O gel de agarose foi 
preparado na concentração de 1,5%. Assim, para cada 100 ml de TBE 1X (Tris-HCL 
a 45mM, ácido bórico a 45mM e EDTA a 1mM pH=8,0), adicionou-se 1,5g de 
agarose e 4µl de brometo de etídio (10mg/mL) para corar as amostras. As amostras 
foram preparadas de forma a gerar um volume final de 12µL, contendo 2µg do RNA 
extraído e 2µL de tampão de carregamento (Azul de Bromofenol 6X). A cuba de 
eletroforese foi preenchida com tampão de corrida (TBE 1X) até cobrir todo o gel. As 
amostras foram aplicadas nos poços do gel e a corrente elétrica foi ligada de modo 
que as amostras “migrassem” do polo negativo para o positivo a 120V e 80mA 
durante 15 minutos em cuba de eletroforese horizontal (OWL EasycastTM B2 – 
Thermo Scientific). Como resultado, foi observada a presença de duas bandas de 
RNA ribossomal, no fotodocumentador (Traniluminador L-PIX Toutch – Loccus 
Biotecnologia). A garantia da qualidade do material extraído foi inspecionada por 
meio da apresentação dessas duas bandas, sendo a banda mais pesada (28S) o 
dobro mais forte que a banda mais leve (18S). 
  
3.6 – SÍNTESE DE cDNA 
Para a realização da síntese de cDNA foi feito um “Master mix” contendo 
todos os reagentes do kit utilizado (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits, 
Applied Biosystems,  Foster City, CA, USA). Ao final da preparação do “Master mix”, 
o volume de 10µL, necessário para cada reação, foi retirado e transferido para um 
novo tubo previamente identificado ao qual foram adicionados 10µL de amostra (4µg 
de RNA) nos respectivos tubos. De forma análoga, para os controles negativos, foi 
feito o mesmo “Master mix” excluindo-se, nesse caso, a Transcriptase Reversa (RT). 
Foi feito também um segundo controle da reação que consiste em um tubo com o 
“Master mix”, porém sem o RNA. 





Tabela 2: Quantidades e concentrações dos reagentes utilizados na síntese de cDNA. 
Reagentes Reação para 1 tubo 
10 x RT Buffer 2µl 
2x dNTP 0,8µl 
10x Randon Primer 2µl 
RNAse Inibitor 1µl 
RT 1µl 




A amostra de RNA utilizada deveria ter um total de 4µg de RNA. Dessa forma, 
deveria ser utilizada uma quantidade de RNA em µL que, ao ser completado com 
água bi-destilada, de-ionizada e livre de RNAse para atingir 10µL de amostra, 
perfizesse um total de 4µg. 
A síntese de cDNA foi feita no termociclador Veriti® Thermal Cycler da 
Applied Biosystems. A síntese foi realizada conforme as especificações do 
fabricante: 10 minutos a 25ºC, seguidos de 12º minutos a 37ºC, 5 minutos a 80ºC e 
terminando com estabilização a 4ºC por tempo indeterminado.  
Ao final da ciclagem, as amostras foram guardadas a -20ºC no laboratório de 
Patologia Molecular do Câncer da Universidade de Brasília – UnB. 
 
 3.7 – ANÁLISE DA QUALIDADE DA SÍNTESE DE cDNA  
3.7.1 Reação de PCR semi-quantitativo 
A reação de amplificação foi feita com as amostras de cDNA obtidas tanto 
com o mix completo quanto com o mix sem RT e o mix sem RNA (Tabela 3). 
Tabela 3: Mix para reação de PCR. 
Reagentes 1 tubo 
Tampão 10X (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl) 
MgCl2 (50 mM) 
dNTPs (10 mM) 





Primer F (10 mM) 0,2µL 
Primer R (10 mM) 0,2µL 





Os reagentes descritos na tabela acima foram inicialmente misturados em um 
tubo para serem em seguida, dispensados nos tubos previamente identificados 
(9,0µL em cada) e, posteriormente, adicionando-se 1µL do cDNA em cada um 
desses tubos. As reações foram levadas para o termociclador (Veriti® Thermal 
Cycler – Applied Biosystems) e a amplificação foi realizada com o programa descrito 
abaixo utilizando os primers descritos na tabela 4. 
Todos os primers utilizados, exceto o de ACBT foram retirados do artigo do 
grupo de Yamanaka(65). O primer de ACTB foi desenhado utilizando o software 
Primer-BLAST do site NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 
 
Tabela 4: Sequência dos iniciadores direto e reverso utilizados na análise de expressão gênica por 
PCR. 
Gene Primer Forward Primer Reverse 
ACTB GGACTTCGAGCAAGAGATGG AGCACTGTGTTGGCGTACAG 
notch3 TGTGGACGAGTGCTCTATCG AATGTCCACCTCGCAATAGC 
c-myc GCGTCCTGGGAAGGGAGATCCGGAGC TTGAGGGGCATCGTCGCGGGAGGCTG 
klf4 ACGATCGTGGCCCCGGAAAAGGACC TGTGTGGGTTCGCAGGTGTGC 
oct4 GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC 
sox2 F1 – GAGCAACGGCAGCTACAGCATGA 
F2 – GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG 
R1 – TAGCGGTGCATGGGCTGCAT 
R2 – TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG 
 
O programa utilizado no termociclador para os primers de ACTB foi o descrito 
a seguir:  
1) 94ºC = 2 minutos 
2) 94ºC = 30 segundos 
3) 60ºC = 30 segundos 
4) 72ºC = 30 segundos 
5) 72ºC = 1 minuto 
6) 4ºC = ∞ 
 
O programa utilizado para os demais genes foi: 
1) 94ºC = 2 minutos 
2) 94ºC = 30 segundos 
3) 61ºC = 30 segundos 
4) 72ºC = 30 segundos 
5) 72ºC = 1 minuto 






3.7.2 Análise Qualitativa em Gel de Agarose 
O produto final da PCR foi analisado qualitativamente em gel de agarose, 
como descrito no subitem 3.5.4. Ao produto total final da PCR (10µL) Foram 
adicionados 2µL de tampão de carregamento (Azul de Bromofenol 6X). A 
eletroforese foi realizada em cuba horizontal de eletroforese (OWL EasycastTM B2 – 
Thermo Scientific), a 100V. 
Ao final da corrida, o gel foi analisado no fotodocumentador (Transiluminador 
L-PIX Toutch – Loccus Biotecnologia) sob luz UV e observou-se a presença ou 
ausência de bandas bem como se essas estão no tamanho esperado e/ou se há 
contaminação aparente. 
 
3.8. ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA POR PCR EM TEMPO REAL 
Para verificação da expressão dos genes notch3, c-myc, klf4, oct4 e sox2, as 
amostras foram submetidas à técnica de PCR em tempo real. A abordagem que foi 
empregada é o sistema TaqMan®, que utiliza a atividade exonuclease 5’ – 3’ da 
enzima DNA polimerase e a construção de sondas de oligonucleotídeos marcados, 
que emitem um sinal de fluorescência somente quando clivada, baseado no princípio 
de transferência de energia ressonante por fluorescência (FRET). Foram adquiridos 
os ensaios ID Hs99999903_m1 para ACTB, Hs01128541_m1 para notch3, 
Hs001153402_m1 para c-myc, Hs00358836_m1 para klf4, Hs01895061_u1 para 
oct4 e Hs01053049_m1 para sox2 (Applied Biosystems - AB). A eficiência de 
amplificação dos ensaios foi verificada por diluição seriada, utilizando cDNA da 
linhagem MCF7 para o gene Sox2 e de HeLa para os demais genes.   
As curvas de amplificação foram utilizadas para determinar a linha de 
Treshold ideal de cada ensaio. Para uma reação, utilizou-se 3,5µL de água bi-
destilada de-ionizada e livre de RNAse, 5µL de TaqMan® Universal MasterMix 
(Applied Biosystems), 0,5µL do ensaio de iniciadores e sondas (AB) e 1µL de 
amostra (previamente diluída de forma que o CT para ACTB ficasse em posição 
intermediária (cerca de 26 ciclos) totalizando 10µL de volume final). As reações 
foram realizadas em placas de 96 poços, em triplicata para cada gene e os ciclos 
foram determinados automaticamente pelo programa do StepOnePlusTM (Applied 
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Biosystems; Holding stage: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 
segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C).  
Os valores de expressão gênica são expressos com razões entre o gene de 
interesse e o gene usado como controle endógeno, que fornece o fator de 
normalização para a quantidade de RNA isolado a partir de uma amostra e, 
subsequentemente, calibrada com o valor dos controles (nível de expressão 
relativa).   
 
3.9. ANÁLISES ESTATISTICAS DOS DADOS DE PCR EM TEMPO REAL 
Os resultados da análise de PCR em tempo real foram determinados pela 
fórmula 2-ΔΔCT sendo que o CT representa o ciclo da reação de PCR em que a 
amplificação do produto entra na fase exponencial. O ΔCT representa a diferença 
entre o CT para o gene analisado comparado com o gene de referência ou controle 
constitutivo, o qual serve como base para normalizar a quantidade de mRNA total 
entre as amostras. O ΔΔCT representa a diferença entre o ΔCT da amostra do 
paciente leucêmico já normalizado pelo gene constitutivo e o ΔCT da amostra 
controle.  
O software Biogazelle Qbase 2.1 foi utilizado para esses cálculos relativos à 
expressão dos genes. O método QBASE foi utilizado para análise da expressão 
relativa do mRNA dos genes alvo utilizando a ACTB como referência para a 
normalização dos dados. 
O programa SPSS 17.0 (Statistical Package for Social Science) foi utilizado 
para a realização das análises estatísticas envolvendo dados clínicos. As 
estatísticas descritivas foram usadas para resumir dados do estudo. A significância 
estatística foi definida como um valor de p < 0,05 que representa uma confiabilidade 
de 95% da análise. As comparações entre as variáveis clínico-demográficas e os 
perfis de expressão gênica foram realizadas utilizando-se os testes de Fisher ou 
Qui-Quadrado. Para realização desses testes utilizou-se o software SPSS Statistics, 
versão 17 para Windows e Mac. 
Foi utilizado o teste de Kaplan-Meier para estimar as curvas de sobrevida e os 
dados de sobrevivência foram divididos entre vivos e não vivos na última 
observação. O Kaplan-Meier consiste em dividir o tempo de seguimento em 
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intervalos. Este método calcula a sobrevivência cada vez que um paciente morre. É 
o método mais usado para esse fim. O teste de log-rank foi utilizado para avaliar a 
significância estatística para os resultados obtidos com o teste de Kaplan-Meier. 
 
3.10 – CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
O presente projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da FS/UnB 
e aprovado sob o número 555/11 (Anexo I). A aprovação foi baseada na Resolução 
196/96 do Conselho Nacional de Saúde, Ministério da Saúde, e foi iniciado apenas 
após sua aprovação. Todos os pacientes ou seus representantes legais assinaram o 
termo de consentimento livre e esclarecido – TCLE (Anexo II) concordando em 




















4 – RESULTADOS 
 
 4.1 – PERFIL DOS PACIENTES 
 As características clínicas dos pacientes incluídos no presente estudo 
encontram-se resumidas na tabela 5. Elas se apresentaram condizentes com as 
características reportadas em outros estudos que utilizaram amostras de populações 
distintas da aqui analisada. 
Tabela 5: Características dos pacientes no momento do diagnóstico.  
Característica N (%) 
Total 43 
Sexo  
Meninos 25 (58,1%) 
Meninas 18 (41,9%) 
Idade  
< 1 ano 1 (2,3%) 
1-9 anos 27 (62,8%) 
> 10 anos 15 (34.9%) 
WBC (por mcL)  
< 50,000 22 (51,17%) 
> 50,000 21 (48,83%) 
Imunologia  
Pró-B 1 (2,3%) 
Pré-B/comum 36 (83.7%) 
T-ALL 6 (14%) 
Grupo de Risco  
Alto 11 (25,6%) 
Baixo 32 (74,4%) 
Translocações Recorrentes  
Sem translocações procuradas 24 (55,9%) 
t(12;21) 13 (30,2%) 
t(1;19) 4 (9.3%) 
t(9;22) 1 (2,3%) 
t(4;11) 1 (2,3%) 
Status da medula no D15 do tratamento  
< 5% blastos 25 (58,2%) 
5-25% blastos 15 (34,9%) 
> 25% blastos 3 (6,9%) 
Status da medula no D29 do tratamento  
< 5% blastos 39 (90,7%) 
5-25% blastos 4 (9,3%) 
> 25% blastos 0 (0%) 
 
Como apresentado na tabela 5, houve maior frequência de meninos do que 
de meninas. A maioria dos pacientes, 62,8% tinha idade entre um e nove anos e 
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praticamente metade deles tinha menos que 50.000 leucócitos no sangue periférico 
no momento do diagnóstico. O fenótipo pré-B foi o mais comum e de acordo com os 
critérios GBTLI-93, 74,4% dos pacientes foram classificados no grupo de baixo risco. 
A t(12; 21) TEL-AML1 foi o achado cromossômico mais frequente. Mais de 91% dos 
pacientes obtiveram remissão da medula óssea no dia 29 (D29) de tratamento.  
 
4.2 – OBTENÇÃO DO MATERIAL GENÉTICO 
Foi obtida quantidade significativa de RNA extraído das linhagens celulares 
previamente selecionadas e das amostras coletadas de pacientes acometidos com 
leucemia linfóide aguda de acordo com a tabela anteriormente mencionada. A 
garantia da qualidade do material extraído foi inspecionada por meio da 
apresentação de duas bandas, sendo a banda mais pesada (28S) o dobro mais forte 
que a banda mais leve (18S). Todas as amostras possuíam quantidade superior a 
1µg/µL de RNA e pureza entre 1,8 e 2,0 quando observada a razão entre a 
absorbância de 260nm e 280nm. Além disso, o gel não apresentou rastros abaixo 
das bandas de RNA ribossomal, pois esses indicam degradação do material, e nem 
acima delas que representam contaminação de DNA genômico, o que poderia 
comprometer resultados futuros. Dessa forma, o RNA utilizado no estudo apresentou 
bandas bem definidas e sem rastros. O RNA dessas amostras encontrava-se integro 
como mostrado na (figura 4). Todas as amostras de linhagens celulares 
apresentaram RNA semelhante ao da figura 4(A) e as amostras de pacientes 
apresentaram RNA semelhante ao da figura 4(B). 
                                         A         B 
                                      
 
Figura 4: Avaliação da integridade do RNA extraído de linhagem HeLa (A) e amostra clínica (B). 
 
 
4.3 – ANÁLISE DA QUALIDADE DO cDNA 
 O produto da PCR realizada com os genes constitutivos e com as linhagens 
foi submetido a eletroforese e a qualidade do material extraído e posteriormente 





                                     
                                   
                                   
                                   
 
Figura 5: Amplificação do gene endógeno ACTB a partir de cDNA sintetizado das linhagens celulares 




Posteriormente foi confirmada a amplificação dos genes alvo nas amostras de 
linhagens como observado na figura 6, o que possibilitou a utilização das mesmas 
como controle positivo nas análises de PCR em tempo real. Não foi observada 
amplificação para o gene sox2 e baseado na literatura escolheu-se usar a linhagem 
MCF7 como controle para esse gene. 
 
                    
                    
                    
                    
 
Figura 6: Expressão dos genes alvo (c-myc, notch3, klf4 e oct4) utilizando os cDNAs das linhagens 
celulares selecionadas. Eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etídeo. 
  
O produto da PCR feita com o gene ACTB e com as amostras de pacientes 
foi submetido à eletroforese para verificar a qualidade da extração de RNA e da 
síntese de cDNA (figura 7). A amplificação do gene ACTB foi observada, ainda que 







Figura 7: Amplificação de ACTB a partir do cDNA de amostras clínicas. Eletroforese em gel de 
agarose 1% com brometo de etídeo. Cada número representa a amostra de um paciente. 
NT2         MDA       HCC      SKBR3   HeLa 
              MB468     1954 
ACTB (109 pb) 
 
NT2         MDA       HCC      SKBR3   HeLa 
              MB468   1954 
c-myc (328 bp) 
notch3 (235 bp) 
klf4 (109 bp) 
oct4 (144 bp) 
 78**      20       33       35       36       46      49      50       54      58      59       60      62       66       67      70       72      86  
87       88       89       90      95      96       98      100     103     104     105    108     110     114      119     123  
 126      128       136      147      292        313      316      322      331      333  
ACTB (109 bp) 
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4.4 – EFICIÊNCIA DOS ENSAIOS DE PCR EM TEMPO REAL 
Para garantir que a eficiência da amplificação dos ensaios TaqMan fossem 
iguais ou superiores a 90%, amostras de cDNA de linhagens de células foram 
diluídas em série de 5 pontos (1, 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000). Para os genes 
ACTB, notch3, c-myc, klf4 e oct4, foi utilizada na padronização a linhagem HeLa, 
conforme resultado previamente observado, e para o gene sox2 foi utilizada a 
linhagem MCF7 de acordo com dados reportados na literatura mostrando que essa 
linhagem expressa esse gene (Figura 8). Os valores obtidos na padronização se 
encontram na tabela 6. 
A)                                                                   B)  
  
C)                                                                   D) 
    
E)                                                                   F)      
     
Figura 8: Padronização, por curva de diluição em série, dos ensaios de: A) ACTB, B) c-myc, C) klf4, 
D) notch3, E) oct4 e F) sox2. Valor de eficiência dos ensaios em aproximadamente 90%. 
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Tabela 6: Valores obtidos na padronização dos ensaios TaqMan para qPCR 
Gene R2 Slope Eff % 
ACTB 0,992 -3,553 91,18 
c-myc 0,997 -3,689 96,66 
klf4 0,990 -3,242 101,429 
oct4 0,997 -2,925 99,731 
sox2 0,969 -3,622 88,857 
notch3 0,996 -3,766 94,301 
 
 
4.5 – EXPRESSÃO DOS GENES ALVO POR PCR EM TEMPO REAL 
           A quantificação da expressão dos genes alvo nas amostras foi realizada por 
meio da reação de PCR em tempo real e os valores de CTs obtidos a partir de 
média de triplicata são apresentados no anexo III. 
 Os valores médios de CTs foram tratados no programa Biogazelle Qbase 2.1 
que gerou a quantificação relativa da expressão de cada gene em cada uma das 
amostras como observado na tabela 7.  
 
Tabela 7: Valores da quantificação relativa (RQ) da expressão dos genes nas amostras calculado 
pelo software Biogazelle Qbase 2.1 utilizando como fator normalizador primeiro o gene endógeno e 
depois a média do próprio gene. 
Amostra ACTB c-myc klf4 oct4 sox2 notch3 
78** 0,9735 0,2720 0,1490 0,2073 0,0001 0,0485 
20 0,9885 0,4744 72,9389 0,8394 0,0014 0,0001 
33 1,6941 0,8680 0,8728 0,2850 7,7332 173,2613 
35 0,4835 5,5137 1,9519 0,7337 48,2539 0,1986 
36 0,3729 0,2162 1,4538 0,2767 1,8777 0,4684 
46 0,5668 0,3517 0,3627 0,4152 29,9749 2,1787 
49 0,3705 0,7844 55,4577 0,4008 0,0003 0,0000 
50 0,4180 0,5797 3,9102 0,3940 2,5037 0,9037 
54 0,7730 0,3637 0,0957 0,5894 0,0001 0,0395 
58 0,5362 0,0333 0,4305 0,4513 1,7471 7,9542 
59 0,5970 0,5598 1,1015 4,2480 592,1474 8,6552 
60 0,6297 0,1997 0,7226 0,1361 1,5183 15,0717 
62 0,5884 1,0835 0,1121 0,3571 3,8280 67,1314 
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66 0,6115 0,2785 0,2703 0,2806 1,7616 10,8975 
67 0,5036 0,2768 0,5926 0,4071 3,9695 0,1765 
70 1,4910 0,9483 32,0365 1,2126 4,0664 0,0805 
72 0,4124 0,4478 1,3746 0,2844 0,0001 0,0758 
86 0,6586 0,3634 0,9380 0,3334 0,7238 0,0129 
87 2,4327 1,9515 0,0782 0,4331 7,6856 4,4038 
88 0,4729 1,2162 2,1288 0,3352 0,0001 0,1283 
89 0,3624 0,5096 0,0628 0,7693 0,0002 0,0668 
90 1,0650 0,7541 4,5748 0,3654 0,0001 0,2317 
95 0,3554 2,0445 0,5511 0,8481 1,4400 1,1069 
96 2,5703 0,3723 3,5369 1,0401 0,0002 0,0809 
98 1,1553 1,9926 0,1736 0,9714 2,6748 1,1493 
100 2,0141 0,7964 1,5960 1,0073 7,4140 0,9126 
103 0,7974 0,3225 14,6511 1,0574 11,4932 0,5830 
104 1,8005 0,5164 2,8628 0,7352 2,3791 16,3997 
105 11,0063 8,0093 1,4059 20,1366 1354,9078 117,0517 
108 1,5193 1,6925 1,0524 0,9347 2,4488 2,2811 
110 0,8816 9,6883 0,6182 1,0661 43,5299 949,5880 
114 1,1292 7,0135 1,1708 2,1576 14,3353 7,3766 
119 1,8807 2,3296 0,8824 0,7865 4,8316 25,2159 
123 1,0686 0,6048 1,8719 1,6619 0,0003 2,8172 
126 0,9570 0,6571 0,9745 1,2748 4,8635 0,8333 
128 1,2960 0,4296 2,0251 0,7620 8,7464 0,5583 
136 1,4526 1,1659 8,2439 1,1038 3,0857 0,6096 
147 2,7036 2,8234 5,0840 0,8319 10,8118 1,1204 
292 3,5797 0,9721 1,4305 1,5464 0,0004 20,2319 
313 0,8932 2,9850 1,9787 1,1196 6,4370 0,1245 
316 2,3111 0,5845 0,8891 1,0961 3,4718 9,4471 
322 0,3844 24,1438 0,1759 11,5457 2359,6619 0,2196 
331 0,5356 0,5706 13,5639 41,4148 4220,6118 0,0568 
333 0,4206 13,6018 64,7822 9,4263 100,2639 6,6886 
NT2 6,9010 0,6802 1,8185 293,8019 133054,053 1628,5739 
REH 1,0758 10,2385 0,0000 0,5064 2,1714 0,1535 
** Paciente controle, sem diagnóstico para LLA 
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4.6 – QUANTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO POR GRÁFICOS DE DISPERSÃO 
A quantificação da expressão do mRNA após a normalização com ACTB 
demonstrou que a maioria das amostras leucêmicas mantém o nível de expressão 
dos genes estudados similar ao da amostra não leucêmica (Fig. 9 a 13).  
 
               Amostras Leucêmicas                                          Amostra Controle 
 
Figura 9: Quantificação da expressão de c-myc por qPCR.  Eixo Y, valor de RQ para c-myc após 
normalização com ACTB. Seis amostras se apresentaram com expressão maior que a da amostra 
controle. 
 
                
                Amostras Leucêmicas                                        Amostra Controle 
 
Figura 10: Quantificação da expressão de klf4 por qPCR.  Eixo Y, valor de RQ para klf4 após 





              
                 
               Amostras Leucêmicas                                               Amostra Controle 
 
Figura 11: Quantificação da expressão de oct4 por qPCR.  Eixo Y, valor de RQ para oct4 após 





              
                          Amostras Leucêmicas                                      Amostra Controle 
      
Figura 12: Quantificação da expressão sox2 qPCR.  Eixo Y, valor de RQ para sox2 após 
normalização com ACTB. Quatro amostras se apresentaram com expressão maior que a da amostra 
controle. 




               
           
                        Amostras Leucêmicas                                  Amostra Controle 
 
Figura 13: Quantificação da expressão de notch3 por qPCR.  Eixo Y, valor de RQ para notch3 após 
normalização com ACTB. Quatro amostras se apresentaram com expressão maior que a da amostra 
controle. 
 
Poucas amostras apresentaram expressão elevada dos genes analisados em 
relação à amostra controle não leucêmica. Embora a maioria das amostras tenha 
apresentado níveis de expressão próximos aos da amostra controle, as amostras 
que apresentaram essa dispersão diferenciada em relação ao controle, foram 
diferentes para cada um dos genes e estão representadas na tabela 8. Nela, os 
primeiros algarismos se referem ao paciente e o algarismo após a “/”, se refere à 
alíquota de amostra utilizada de um mesmo paciente. 
 
Tabela 8: Amostras que tiveram dispersão maior em cada um dos genes. 
 Gene Amostras Com Dispersão Elevada 
c-myc 35/1 B, 105/1, 110/1, 114/1, 322/1 e 333/1 
klf4 20/1, 49/1, 70/1, 103/1, 136/3, 313/1 e 333/1 
oct4 59/1, 105/1, 322/1, 331/1 333/1 
sox2 59/1, 105/1, 322/1, 331/1 




Foi observado que as amostras que apresentaram expressão diferenciada 
para o gene oct4 foram praticamente as mesmas que apresentaram expressão 
diferenciada para o gene sox2 com exceção a amostra 333/1.  
Foi observado também que essa mesma amostra, 333/1, apresentou 
dispersão elevada para quase todos os genes exceto para o gene notch3. 
 
4.7 – ANÁLISE DA EXPRESSÃO DOS GENES ALVO NAS AMOSTRAS DE 
PACIENTES LEUCÊMICOS COMPARADAS COM A EXPRESSÃO NA AMOSTRA 
CONTROLE 
 Para investigar a expressão dos genes c-myc, klf4, oct4, sox2 e notch3 em 
pacientes leucêmicos, fez-se uma análise da quantificação relativa da expressão 
desses genes nas amostras de pacientes leucêmicos e comparou-a com a 
expressão no paciente não leucêmico. Para essa análise foi utilizado o método 
ΔΔCT onde CT representa o ciclo da reação de PCR em que a produção do produto 
entra na fase exponencial. O ΔCT representa a diferença entre o CT para o gene 
analisado comparado com o gene de referência ou controle constitutivo, o qual serve 
como base para normalizar a quantidade de mRNA total entre as amostras. O ΔΔCT 
representa a diferença entre o ΔCT da amostra do paciente leucêmico já 
normalizado pelo gene constitutivo e o ΔCT da amostra controle.  
  Nesta análise, foi observado que a maioria das amostras demonstrou 
expressão mais elevada dos genes alvo do que na amostra controle, com raras 
exceções, como pode ser observado nas figuras 14 a 18. Após verificar a expressão 
relativa nestas linhagens, aplicou-se um teste estatístico (teste t não paramétrico) 
utilizando o software REST by Qiagen e constatou-se que não houve uma diferença 
significativa na expressão entre esses dois grupos (Tabela 9). Para todos os genes o 





Figura 14 – Comparação de expressão do gene c-myc entre uma amostra controle (não leucêmica) e 43 amostras de pacientes leucêmicos. ACTB 
utilizada na normalização pelo método ΔΔCT. As amostras 58/1, 96/1, 292/1 e 316/1apresentaram expressão menor do que a amostra controle. 
 
 
Figura 15 – Comparação de expressão do gene klf4 entre uma amostra controle (não leucêmica) e 43 amostras de pacientes leucêmicos. ACTB 












































































































































































































































































































































































































Figura 16 – Comparação de expressão do gene oct4 entre uma amostra controle (não leucêmica) e 43 amostras de pacientes leucêmicos. ACTB 
utilizada na normalização pelo método ΔΔCT. As amostras 33/1 e 87/1 apresentaram expressão inferior à da amostra controle. 
 
 
Figura 17 – Comparação de expressão do gene sox2 entre uma amostra controle (não leucêmica) e 43 amostras de pacientes leucêmicos. ACTB 





















































































































































































































































































































































































Figura 18 – Comparação de expressão do gene notch3 entre uma amostra controle (não leucêmica) e 43 amostras de pacientes leucêmicos. ACTB 
utilizada na normalização pelo método ΔΔCT. As amostras 49/1, 54/1, 86/1 e 96/1 apresentaram expressão inferior à da amostra controle. 
 
Tabela 9: Teste t não paramétrico. Realizado pelo Software REST by QIAGEN utilizando os valores da tabela 7. 





I.C. 95%. P(H1) Resultado 
ACTB REF 1,0 1,000     
notch3 TRG 1,0 27,028 2,22 - 298,142 0,56 - 2.268,00 0,183 Não há expressão diferenciada do 
grupo controle. P(H1)=0,183 
c-myc TRG 1,0 3,687 1,41 - 9,215 0,55 - 108,24 0,232 Não há expressão diferenciada do 
grupo controle. P(H1)=0,233 
oct4 TRG 1,0 4,546 1,96 - 8,592 0,85 - 137,43 0,138 Não há expressão diferenciada do 
grupo controle. P(H1)=0,138 
klf4 TRG 1,0 9,478 2,50 - 37,175 0,48 - 928,27 0,243 Não há expressão diferenciada do 
grupo controle.  P(H1)=0,243 
sox2 TRG 1,0 84,409 10,19 - 908,01 2,14 - 103.378, 0,074 Não há expressão diferenciada do 















































































































































































































4.8 – CLASSIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS EM GRUPOS DE EXPRESSÃO 
Considerando-se os resultados anteriormente obtidos, e para dividir os 
pacientes em estudo em dois grupos sendo um com expressão basal e o outro com 
hiperexpressão, foram gerados os dados estatísticos referentes aos percentis das 
amostras (Tabela 10). Foram considerados hiperexpressos as amostras acima do 
percentil 75, ou seja, os 25% maiores valores de expressão para cada um dos genes 
foram considerados como hiperexpressos.  
Tabela 10: Valores de referência estatística das amostras leucêmicas utilizadas. 
 C-MYC KLF4 OCT4 SOX2 NOTCH3 
N° Válido 43 43 43 43 43 
Média 2,3509488 7,2322767 2,6993512 206,307037 33,8695256 
Mediana ,7541000 1,3746000 ,8319000 3,4718000 ,9126000 
Modelo Padrão 4,41199295 16,8743648 7,03308076 752,042718 146,600272 
Mínimo ,03330 ,06280 ,13610 ,00010 ,00000 
Máximo 24,14380 72,93890 41,41480 4220,61180 949,58800 
Percentis 10 ,2774800 ,1367000 ,2846400 ,0001400 ,0464200 
                25 ,4296000 ,5926000 ,4008000 ,7238000 ,1283000 
                50 ,7541000 1,3746000 ,8319000 3,4718000 ,9126000 
                75 1,9926000 3,5369000 1,1196000 10,8118000 8,6552000 
                90 7,6109800 25,0823400 7,3549800 395,394000 50,3652000 
 
 
4.9 – ASSOCIAÇÃO DA HIPEREXPRESSÃO DOS GENES ALVO COM A 
TAXA GLOBAL DE SOBREVIDA 
 A sobrevida global dos pacientes com hiperexpressão dos genes de 
interesse foi comparada com a daqueles que apresentaram expressão basal dos 
genes alvo. Para tanto, os pacientes foram divididos em dois grupos conforme citado 
anteriormente. O primeiro com pacientes com expressão basal do gene alvo e o 
segundo com pacientes com hiperexpressão quando considerados os valores abaixo 
e acima do percentil 75 respectivamente. 
Os testes de log-rank mostraram que houve diferença significativa na 
sobrevida dos pacientes quando comparado o grupo com expressão basal e o grupo 
com hiperexpressão para o gene klf4 (Figura 19B). Para os demais genes a 
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correlação entre a expressão do gene e a sobrevida não se mostrou significativa 
(Figura 19).  
A)                                                               B) 
   
C)                                                                               D)      
   
E)                                                                                   F) 
   
Figura 19: Curva de sobrevida de Kaplan-Meier de acordo com  a expressão de A) c-myc (p = 0,531), 
B) klf4 (p =0,022), C) oct4 (p = 0,441), D) sox2 (p = 0,977), E) notch3 (p = 0,588) e  F) Curva de 
sobrevida global. A sobrevivência global para o grupo com expressão basal está representado pela 
linha pontilhada e para o grupo hiperexpresso está representado pela linha sólida. 
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4.10 – CORRELAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES ALVO COM 
PARÂMETROS PROGNÓSTICOS. 
 Em seguida, foi feita uma análise de correlação entre os níveis de expressão 
de c-myc, klf4, oct4, sox2 e notch3 e as características clínicas que sabidamente 
possuem significância prognóstica na LLA.  
Para o gene c-myc, o teste 2 (Qui-quadrado) mostrou que a hiperexpressão 
desse gene se correlaciona com a ausência de translocações (p = 0,014) no 
momento do diagnóstico (tabela 11). 
Tabela 11: Valores resultantes do teste 
2 







Sexo M 18 7 p = 0,312 
F 15 3 
Leucometria 
Diagnóstica 
> 50.000 17 4 p = 0,392 
< 50.000 16 6 
Imunofenótipo B 28 9 p =0,509 




Ausência  15 9 p = 0,014 
Presença 18 1 
CD10 Positivo  26 9 p = 0,461 
Negativo 6 1 
Status da 
Medula D15 
Sem infiltração 18 7 p = 0,613 
Com Infiltração 15 3 
Status da 
Medula D29 
Sem infiltração 30 9 p = 0,668 
Com Infiltração 3 1 
Status de 
Indução 
Remissão 31 9 p = 0,558 
Falha Indutória 2 1 
Status de Óbito Vivo 15 6 p = 0,594 
Óbito 14 4 
Status de 
Recaída 
Sim 12 7 p = 0,512 
Não 21 3 
 
 
O teste 2 mostrou que existe correlação entre os níveis de expressão de klf4 
e o sexo do paciente acometido com LLA (p = 0,011) como pode ser observado na 
tabela 12.  
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Tabela 12: Valores resultantes do teste 
2 







Sexo M 15 10 p = 0,011 
F 17 1 
Leucometria 
Diagnóstica 
> 50.000 15 6 p = 0,464 
< 50.000 17 5 
Imunofenótipo B 26 11 p = 0,118 




Ausência  18 6 p = 0,597 
Presença 14 5 
CD10 Positivo  25 10 p = 0,398 
Negativo 6 1 
Status da 
Medula D15 
Sem infiltração 20 5 p = 0,158 
Com Infiltração 12 6 
Status da 
Medula D29 
Sem infiltração 30 9 p = 0,267 
Com Infiltração 2 2 
Status de 
Indução 
Remissão 30 10 p = 0,598 
Falha Indutória 2 1 
Status de Óbito Vivo 21 4 p = 0,090 
Óbito 11 7 
Status de 
Recaída 
Sim 9 6 p = 0,112 
Não 23 5 
 
 
O teste 2 demonstrou não haver correlação significativa entre os fatores 
prognósticos dos pacientes estudados e a expressão dos genes oct4, sox2 e notch3. 
(tabela 13 a 15). 
 
Tabela 13: Valores resultantes do teste 
2 







Sexo M 20 5 p = 0,406 
F 13 5 
Leucometria 
Diagnóstica 
> 50.000 17 4 p = 0,392 
< 50.000 16 6 
Imunofenótipo B 28 9 p = 0,509 






Ausência  19 5 p = 0,473 
Presença 14 5 
CD10 Positivo  25 10 p = 0,125 
Negativo 7 0 
Status da 
Medula D15 
Sem infiltração 19 6 p = 0,135 
Com Infiltração 14 4 
Status da 
Medula D29 
Sem infiltração 29 10 p = 0,332 
Com Infiltração 4 0 
Status de 
Indução 
Remissão 30 10 p = 0,442 
Falha Indutória 3 0 
Status de Óbito Vivo 17 8 p = 0,107 
Óbito 16 2 
Status de 
Recaída 
Sim 13 2 p = 0,231 
Não 20 8 
 
 
Tabela 14: Valores resultantes do teste 
2 







Sexo M 17 8 p = 0,219 
F 15 3 
Leucometria 
Diagnóstica 
> 50.000 16 5 p = 0,536 
< 50.000 16 6 
Imunofenótipo B 27 10 p = 0,435 




Ausência  17 7 p = 0,403 
Presença 15 4 
CD10 Positivo  25 10 p = 0,398 
Negativo 6 1 
Status da 
Medula D15 
Sem infiltração 18 7 p = 0,812 
Com Infiltração 14 4 
Status da 
Medula D29 
Sem infiltração 29 10 p = 0,733 
Com Infiltração 3 1 
Status de 
Indução 
Remissão 30 10 p = 0,598 
Falha Indutória 2 1 
Status de Óbito Vivo 19 6 p = 0,525 





Sim 11 4 p = 0,590 
Não 21 7 
 
 
Tabela 15: Valores resultantes do teste 
2 







Sexo M 21 4 p = 0,168 
F 12 6 
Leucometria 
Diagnóstica 
> 50.000 14 7 p = 0,121 
< 50.000 19 3 
Imunofenótipo B 30 7 p = 0,208 




Ausência  18 6 p = 0,527 
Presença 15 4 
CD10 Positivo  28 7 p = 0,203 
Negativo 4 3 
Status da 
Medula D15 
Sem infiltração 17 8 p = 0,099 
Com Infiltração 16 2 
Status da 
Medula D29 
Sem infiltração 29 10 p = 0,332 
Com Infiltração 4 0 
Status de 
Indução 
Remissão 30 10 p = 0, 442 
Falha Indutória 3 0 
Status de Óbito Vivo 20 5 p = 0,406 
Óbito 13 5 
Status de 
Recaída 
Sim 11 4 p = 0,488 











5 – DISCUSSÃO  
O perfil clínico da população de pacientes incluídos neste trabalho foi 
condizente com o de outros pacientes portadores de LLA previamente descritos na 
literatura e utilizados por outros centros de pesquisa. Houve leve diferença entre os 
casos diagnosticados entre os sexos feminino e masculino, sendo a quantidade de 
pacientes homens pouco superior que o de pacientes mulheres. Ademais, a maioria 
dos pacientes (62,3%) possuía entre um e nove anos. A similaridade entre a nossa 
população e a descrita internacionalmente sugere que a análise da expressão dos 
genes em estudo pode ser considerada fidedigna, sem possíveis vieses que 
prejudicariam a análise dos dados. Deve-se, contudo, observar que havia apenas 
uma amostra de paciente não leucêmico, utilizada como controle, nas análises 
estatísticas. Essa situação deveu-se à dificuldade de obtenção de amostras não 
leucêmicas tendo em vista que o procedimento para retirada das mesmas é invasivo 
(punção da crista ilíaca) e somente é indicado em caso de suspeita de doenças 
hematopoiéticas. Em função dessa dificuldade, a seleção prévia e cuidadosa de 
genes cuja expressão será avaliada é altamente recomendada, tendo em vista a 
pequena quantidade de amostras controle, o que é situação recorrente nesse tipo de 
estudo (135-137). 
Os genes aqui estudados têm sido frequentemente relacionados à 
pluripotência ou primitividade, característica que parece também estar associada a 
fenótipos mais agressivos de neoplasias. A fim de servir como controle da expressão 
desses genes, foram utilizadas inicialmente as linhagens MDA-MB-468, HCC1954, 
SKBR3, HeLa e NT2. As linhagens MDA-MB-468, HCC1954 e SKBR3 são 
provenientes de neoplasias malignas mamárias enquanto a linhagem HeLa é 
proveniente de adenocarcinoma de colo do útero.  A linhagem NT2 é uma linhagem 
de teratocarcinoma humano com características de células tronco e deveria 
apresentar expressão dos genes relacionados à pluripotência aqui analisados(138-141). 
No entanto, quando foi feita a reação de PCR convencional, todas as linhagens 
utilizadas apresentaram expressão de todos os genes alvo exceto, curiosamente, o 
gene klf4 na linhagem NT2. Por isso, no momento da reação de PCR em tempo real, 
foram utilizados como controle a linhagem NT2 e outra linhagem das acima citadas 
dependendo do gene. Foi observado que, na  qPCR, o nível relativo de klf4 em NT2 
estava em torno de 1,8, sugerindo que a expressão de klf4 não apenas foi 
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detectada, mas também que seus níveis estavam em torno do dobro da média da 
população analisada. As diferenças de resultados obtidos pela PCR convencional e 
por PCR em tempo real podem ser atribuídas à diferença de sensibilidade entre as 
duas técnicas. Dessa forma, foi observado que todas as linhagens utilizadas 
poderiam servir de controle positivo para as análises posteriores por qPCR. Por isso 
optou-se, nesse momento, utilizar apenas a linhagem NT2 como controle já que se 
trata de uma linhagem de teratocarcinoma com características de células tronco se 
mostrando ser a melhor opção como controle.   
O gene Sox2 não obteve amplificação em nenhuma das linhagens utilizadas 
mesmo mediante variação do número de ciclos e de temperatura de anelamento nos 
testes iniciais por PCR convencional. Por esse motivo, escolheu-se utilizar como 
controle para esse gene a linhagem MCF7 na qual sua expressão já havia sido 
reportada(140-143). Nas análises por PCR em tempo real além da linhagem MCF7, foi 
utilizada a linhagem NT2 que mostrou expressão facilmente detectável para o gene 
sox2 e mais uma vez escolheu-se utilizar apenas essa linhagem como controle. 
Conforme esperado, a padronização das sondas mostrou que os ensaios 
apresentaram eficiência próxima a 90%. Tal resultado permitiu que a análise de 
expressão relativa pudesse ser realizada com segurança. Considerando que elas 
encontravam-se todas com valores próximos entre si, e em torno de 90%, optou-se 
por realizar o cálculo da expressão relativa utilizando-se a fórmula do delta-delta CT. 
Para investigar a expressão dos genes c-myc, klf4, oct4, sox2 e notch3 em 
pacientes leucêmicos, foi feita a análise de quantificação relativa (método ΔΔCT) 
comparando-se a expressão desses genes nas amostras de pacientes leucêmicos 
com a expressão dos mesmos genes no paciente não leucêmico. Embora no gráfico 
(figuras 14 a 18) seja possível observar que a expressão dos genes nas amostras 
em estudo era maior que a expressão dos genes na amostra controle, ao aplicar o 
teste estatístico (Teste t não paramétrico) verificou-se que não houve diferença 
significativa entre o grupo controle (amostra não leucêmica) e o grupo em estudo 
(amostras leucêmicas) diferentemente do que era inicialmente esperado (54, 59-64 e 70). 
A dispersão das amostras foi diferente para cada um dos genes, embora a 
maioria das amostras tenha apresentado níveis de expressão próximos aos da 
amostra controle, como apresentado anteriormente tabela 15.  
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É interessante notar que os pacientes que apresentaram expressão gênica 
elevada, não pareciam fazê-lo indistintamente. Assim, por exemplo, os pacientes 
que apresentaram expressão elevada de notch3 não são os mesmos que 
apresentaram expressão elevada de sox2. Tal achado sugere que diferentes 
mecanismos podem manter o caráter indiferenciado das células leucêmicas, e dessa 
maneira, contribuir para o processo neoplásico. Além disso, mesmo em processos 
fisiológicos normais, a interligação de circuitos moleculares pode obedecer a uma 
hierarquia pré-estabelecida. Por exemplo, Masui e colaboradores reportaram que 
oct4 e sox2 regulam a expressão de nanog, outro gene relacionado à pluripotência e 
capaz de manter o estado indiferenciado, ao atuarem em sítios próximos no 
promotor daquele gene. Já klf4 foi reportado como sendo um fator praticamente 
independente na manutenção da indiferenciação, podendo exercer controle de 
expressão de nanog, e de forma independente dos outros dois fatores de transcrição 
citados acima(66, 144).  
Os dados aqui obtidos parecem estar em acordo com a literatura acima 
citada, no sentido de que todos pacientes que apresentaram expressão elevada de 
sox2, também o fizeram para oct4. Houve apenas um paciente que apresentou 
expressão elevada de oct4, mas não de sox2. Por outro lado, quando analisada a 
expressão de klf4, apenas o paciente cujos padrões de expressão de oct4 e sox2 
eram discordantes, tinha expressão elevada de klf4. Os demais pacientes com 
expressão elevada de klf4 eram distintos daqueles de oct4 e de sox2. 
Apesar da proximidade, a utilização de apenas uma amostra controle não 
permitiu, inicialmente, a divisão entre grupos que apresentassem expressão normal 
e expressão alterada dos genes estudados. Essa divisão foi obtida utilizando-se o 
percentil 75 da própria população afetada. 
Tendo dividido os pacientes nos grupos de expressão basal e expressão 
elevada, considerando-se os valores acima do percentil 75 como hiperexpressos, ou 
seja, os 25% maiores valores obtidos em cada um dos genes foram considerados 
hiperexpressos, esses subgrupos foram utilizados para realizar a análise de 
correlação com parâmetros clínicos e fatores prognósticos já bem estabelecidos, 
como leucometria, idade ao diagnóstico e algumas alterações citogenéticas. Nessa 
análise, foram encontradas apenas duas correlações: a expressão de c-myc 
correlaciona-se com a presença de alterações citogenéticas, e a de klf4 com o sexo 
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do paciente (masculino). Este achado surpreendente carece de hipótese que o 
possa explicar e/ou estabelecer uma relação causal com base na literatura científica 
disponível. Justamente por isso, representa uma janela de oportunidades para 
estudos futuros. 
Alterações citogenéticas, como translocações cromossômicas, já foram 
reportadas em associação a LLA. As mais frequentemente encontradas são t(1;19), 
t(12;21), t(9;22) e t(4;11), com diferentes implicações na evolução da doença. Por 
causa disso, essas translocações são rotineiramente investigadas em amostras de 
pacientes com suspeita de LLA. A expressão elevada de c-myc foi associada à 
ausência de translocações pesquisadas. C-myc é um fator de transcrição com alta 
atividade mitogênica, cuja função é regulada tanto a nível transcricional como pós-
traducional e, neste caso, por diversas vias de sinalização como MAPK, AKT, e 
associação com proteínas regulatórias(145). Por causa disso, especula-se que a 
análise de expressão, feita por mRNA, como aqui demonstrada, pode não ser 
suficiente para fornecer todo escopo de atuação de c-myc e seu papel na doença. 
Ou seja, sua atividade desregulada (e não somente sua expressão) pode ser 
suficiente para o processo neoplásico, sem que grandes alterações estruturais do 
genoma, como as translocações, sejam necessárias. 
A análise de sobrevida total de pacientes com expressão basal e elevada de 
klf4 demonstrou que pacientes que hiperexpressam o gene tem a sobrevida global 
diminuída em relação a pacientes com expressão basal do gene. Curiosamente, 
esses achados são o inverso do que foi recentemente reportado por Guo e 
colaboradores (2013), que encontraram que a expressão diminuída de klf4 estava 
correlacionada à menor sobrevida. Neste trabalho, a expressão de klf4 foi 
correlacionada à taxa de células CD34-positivas (células tronco hematopoiéticas), 
mas não à taxa de blastos na medula, o que levou os autores a concluir que a 
expressão de klf4 poderia estar relacionada ao estágio de diferenciação das 
leucemias. As diferenças de resultados entre o trabalho aqui apresentado e o de 
Guo podem ser atribuídas tanto ao número de pacientes utilizados quanto aos 
métodos estatísticos empregados para a análise. Outra questão relacionada ao 
trabalho citado, diz respeito ao fato de que os autores utilizaram amostras de 28 
pacientes come LLA, um número 25% menor que o aqui apresentado e para realizar 
a análise de expressão deste gene ele utilizou 52 amostras, ou seja, nessas 
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amostras havia pacientes não apenas com LLA, mas com outras leucemias que não 
foram bem especificadas. Isso pode ter influenciado na relação expressão-sobrevida 
já que as diferentes leucemias têm características clínicas e moleculares distintas. 
Por outro lado, o critério de determinação de hiperexpressão aqui adotado foi 
percentual dentro da amostra, o que pode incorporar o viés da variação natural de 
expressão do gene, e não necessariamente indicar a hiperexpressão. Guo e 
colaboradores utilizaram um total de 96 pacientes, sendo que nem todos tinham 
LLA, e então puderam ser estratificados como controle e afetados (146).  
Cabe ressaltar que, em comparação, alguns dados são concordantes. Por 
exemplo, foi encontrado que a expressão de klf4 não está correlacionada a 
parâmetros clínicos ou de análise de risco, como, por exemplo, total de leucócitos ao 
diagnóstico e alterações citogenéticas/cariotípicas. Esses achados já seriam 
esperados, uma vez que klf4 parece contribuir para a manutenção do estado 
primitivo. Nesse sentido, o aumento de leucócitos dependeria de sinais mitogênicos 
e/ou de evasão à apoptose, e não de pluripotência per se. Igualmente, alterações 
cromossômicas que viessem a contribuir para a progressão da doença poderiam 
funcionar cooperativa ou sinergicamente com a pluripotência, propagando a 
alteração às células filhas, que assim teriam uma vantagem proliferativa. Contudo, o 














6 – CONCLUSÃO 
Ao considerar o câncer como um dos maiores problemas de saúde publica na 
atualidade e sendo a Leucemia Linfóide Aguda - LLA o tipo que mais atinge crianças 
e adolescentes, é importante que novas pesquisas direcionadas a melhorias no 
diagnóstico e tratamento desses pacientes sejam realizadas. Nesse sentido, 
também é importante entender que, por ser uma doença de cunho genético, estudos 
moleculares tornam-se cada vez mais frequentes e essenciais para a busca de 
terapias mais individualizadas. Aproximadamente 20% dos pacientes com LLA 
apresentam recidiva, sem que as causas para isso estejam totalmente 
estabelecidas, nem mesmo que fatores que permitam prever tal ocorrência estejam 
determinados. 
Células tronco tumorais tem sido descritas em diversos tipos de neoplasias. O 
conhecimento da função dessas células no processo tumorigênico, e, sobretudo, a 
identificação das mesmas poderá contribuir não apenas para o diagnóstico precoce, 
mas também para a definição de tratamentos mais direcionados, melhorando o 
prognóstico da doença.  
O presente trabalho buscou analisar a expressão de alguns genes (c-myc, 
sox2, oct4, klf4 e notch3) relacionados à pluripotência em pacientes acometidos com 
LLA, por qPCR. A detecção de todos os genes estudados foi possível na maioria dos 
pacientes. 
A inclusão de um único paciente não leucêmico na análise fez com que os 
níveis de hiperexpressão de cada gene fossem determinados a partir de valores 
encontrados na própria população de amostras. Considerando-se a casuística de 
pacientes atendidos no Hospital da Criança de Brasília e as naturais restrições 
éticas que envolvem esses pacientes, espera-se que seja possível, no futuro, a 
inclusão de um maior número de amostras controle. 
Embora de maneira geral esse estudo não tenha mostrado diferença 
significativa na expressão global dos genes c-myc, klf4, oct4, sox2 e notch3 entre o 
grupo de pacientes com leucemia e o paciente controle, quando relacionada à 
expressão dos fatores de Yamanaka com os fatores prognósticos mais importantes 
dessa doença, observou-se que a hiperexpressão de klf4 foi correlacionada a menor 
sobrevida de pacientes. Se confirmada a correlação, é possível que esse gene 
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contribua para a aplicação de tratamentos mais agressivos a pacientes que o 
hiperexpressam. Além disso, seria interessante estudar qual o exato papel de klf4 na 
leucemogênese, trabalho que foge ao escopo deste estudo, mas que poderia indicar 
novos alvos moleculares para o tratamento da leucemia. Ainda, o teste de 2 (Qui-
quadrado) mostrou que a hiperexpressão de c-myc se correlaciona com a ausência 
das translocações pesquisadas no momento do diagnóstico.  
Analisados em conjunto, esses dados apontam para o envolvimento dos 
genes de pluripotência na origem e progressão da LLA sugerindo-os como um novo 
alvo molecular para o desenvolvimento de estratégias de diagnóstico e tratamento. 
Contudo, novos trabalhos e novas investigações são necessários para contribuir no 
entendimento da importância dos genes c-myc, klf4, oct4, sox2 e notch3 nos 
processos moleculares do desenvolvimento da LLA e ajudar a elucidar o mecanismo 
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ANEXO II  
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
Descrição do Projeto:  
 
Os pesquisadores envolvidos neste projeto, da Universidade de Brasília e do 
Hospital de Apoio de Brasília estão colaborando para a pesquisa PAPEL DE 
METILTRANSFERASES PROTÉICAS NO DESENVOLVIMENTO E PROGNÓSTICO DE 
LEUCEMIAS LINFÓIDES AGUDAS DA INFÂNCIA.  
Este tipo de estudo tem como objetivo detectar novas alterações que podem estar 
relacionadas com a origem das leucemias e com uma melhor ou pior evolução da doença.  
Você (ou seu filho) está sendo convidado a participar porque tem LEUCEMIA 
LINFÓIDE AGUDA. A participação no estudo é voluntária e, portanto, você ou seu filho tem 
toda a liberdade em decidir se deseja ou não participar do mesmo. Não há nenhuma 
consequência negativa caso você decida não participar. Caso você decida participar o 
procedimento será o seguinte. 
 A partir do prontuário médico serão coletados dados relativos ao esquema 
terapêutico e evolução da doença.  Nenhum nome ou endereço será associado com sua 
amostra, tornando sua participação confidencial. As amostras necessárias para o estudo 
consistem em amostras de medula óssea que já são coletadas rotineiramente para o 
diagnóstico e acompanhamento da doença. O que utilizaremos para o estudo é apenas 
aquela quantidade que seria descartada. Dessa forma, não será feito nenhum procedimento 
invasivo além do que já é feito de rotina, independente desta pesquisa. 
 As amostras biológicas serão utilizadas apenas pelos pesquisadores envolvidos 
neste projeto. Todo o material coletado será armazenado no Laboratório de Farmacologia 
Molecular da Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília, sob os cuidados 
do pesquisador Luis Henrique Toshihiro Sakamoto, coordenador desta pesquisa. Se 
possível, você será chamado para dar sua autorização para o novo projetos. Caso isso seja 
impossível, seu material biológico somente será utilizado mediante aprovação de novo 
projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa e ou pela CONEP. 
 Os dados e registros relacionados a este projeto serão mantidos no Banco de Dados 
do Núcleo de Oncologia e Hematologia Pediátrica do Hospital de Apoio, local onde é feito 
seu tratamento, e somente aqueles diretamente relacionados ao projeto terão acesso aos 
mesmos. Em qualquer momento e por qualquer circunstância você tem toda liberdade de 
contatar o coordenador do projeto e requerer novos esclarecimentos ou sua retirada da 
pesquisa. 
 Caso deseje, ao término do estudo, os resultados dos exames realizados com a sua 
amostra (ou de seu filho(a)) poderão ser informados à você. Cabe ressaltar, no entanto, que, 
até o momento, nenhuma das alterações que serão pesquisadas mudará o prognóstico e 
nem o tratamento de sua doença. Os dados relevantes deste estudo, se encontrados, 
apenas serão úteis para pacientes futuros. 
       Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer dúvida em relação à pesquisa, por favor entre em 
contato com o pesquisador responsável Luis Henrique Toshihiro Sakamoto, no Hospital de 
Apoio de Brasília – SAIN lote 4,  telefone: (61) 3905-4688, no horário: 08:00h às 18:00h. 
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 Este projeto foi Aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da SES/DF. As dúvidas 
com relação à assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos 
através do telefone: (61) 3325-4955. 
 Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficará com o pesquisador 
responsável e a outra com o sujeito da pesquisa. 
 
 
Rubrica Responsável pelo paciente: ____________________________________ 
 
 
Rubrica do Pesquisador: _____________________________________________  
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Eu (Pai, mãe, guardião legal)............................................................................. . 
,......................................................................................................................... .................,  
CI................................., CPF...................................autorizo a utilização da coleta do meu filho ou 
tutelado legal uma amostra para o desenvolvimento de estudos de papel de metiltransferases 
protéicas em leucemias linfóides agudas a ser realizado nos termos como descrito acima.  
Durante a entrevista eu me senti completamente esclarecido quanto aos objetivos do trabalho de 
pesquisa e assim autorizo a coleta de uma amostra do aspirado de medula óssea. 
O pesquisador, abaixo assinado se compromete com a privacidade das informações realizadas no 
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Pesquisadores:  Luis Henrique T. Sakamoto 
Fabio Pittella Silva 
   Isis Maria Quezado Magalhães 
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Tabela com valores dos CTs obtidos na reação de PCR em tempo real a partir 
de média da triplicata dos CTs brutos. 
 
Tabela 16: Valores médios de CTs obtidos nas reações de PCR em tempo real. 
Amostra β-Actina c-myc klf4 oct4 sox2 notch3 
78** 22,19771 28,43175 31,55278 33,01968 40,00000 35,41515 
20 26,95241 32,40597 27,39430 35,77905 40,00000 40,00000 
33 24,52193 29,88109 32,12597 35,68419 35,93332 26,73464 
35 24,08991 24,97290 28,72379 32,07896 31,05082 34,26280 
36 23,35181 28,53254 28,03587 32,37291 34,62143 31,91177 
46 24,26302 29,34589 31,55409 33,30254 32,14003 31,20932 
49 25,92472 29,23726 25,34631 34,40218 40,00000 40,00000 
50 23,61702 27,53943 27,03838 32,29304 34,63630 31,39342 
54 23,58166 29,06382 33,24250 32,56378 40,00000 36,76239 
58 23,69440 32,09889 30,65826 32,53378 35,59213 28,69240 
59 23,06782 27,55510 28,83142 28,82768 26,71578 28,09908 
60 22,92406 28,97533 29,37259 33,72461 35,25616 27,23193 
62 23,88146 27,39495 32,91998 33,19272 34,78158 25,93632 
66 23,45199 28,98092 31,27706 33,16678 35,52750 28,18552 
67 23,77504 29,03312 30,18748 32,67287 34,39840 34,17691 
70 23,23410 28,28143 25,45597 32,12304 35,38856 36,33473 
72 24,40880 28,68444 29,31921 33,53600 40,00000 35,74151 
86 21,35782 26,61003 27,49483 30,93061 34,82351 35,91870 
87 18,84165 23,55403 30,44770 29,92230 30,78395 26,87442 
88 23,83902 26,87079 28,31587 32,92632 40,00000 34,60954 
89 25,55053 29,45339 34,72666 33,05561 40,00000 36,87830 
90 23,55587 28,44820 28,10013 33,69006 40,00000 34,64541 
95 22,97570 24,84581 28,98989 30,31168 34,55895 30,22552 
96 22,75394 29,93595 28,94061 32,64999 40,00000 36,63185 
98 22,72057 26,32866 32,10240 31,56157 35,11136 31,61713 
100 24,10487 29,83788 31,08771 33,69532 35,82663 34,13590 
103 24,27968 29,98009 26,72728 32,46334 34,03222 33,62043 
98 
 
104 23,24115 29,43736 29,21927 33,12405 36,44101 28,94287 
105 23,12432 27,97732 32,74030 30,84360 29,78250 28,60253 
108 22,77079 27,00939 29,94769 32,06237 35,68396 31,07339 
110 24,45491 25,39127 31,61405 32,77158 32,43106 23,27089 
114 24,16950 25,92905 30,76450 31,82612 34,10516 30,35077 
119 22,67544 26,76103 30,41439 32,52400 34,91611 27,81939 
123 24,59175 29,80738 30,43017 32,54541 40,00000 32,08218 
126 23,82823 28,76502 30,44919 32,00524 35,08469 32,91679 
128 22,88263 28,87021 28,88587 32,23963 33,72990 32,98651 
136 22,85336 27,56504 26,99589 31,84026 35,36831 32,99497 
147 23,99933 28,33121 29,73542 34,29057 35,60156 34,15914 
292 23,26509 29,54019 31,23556 33,06680 40,00000 29,65532 
313 22,62300 25,27674 28,12270 30,88778 33,37557 34,35486 
316 23,49289 29,87063 31,51827 33,15991 36,50769 30,35056 
322 21,74239 20,16408 29,51785 25,42472 22,76077 31,43956 
331 21,37895 25,68209 23,36375 23,69696 22,03692 33,50528 
333 22,76243 22,14171 22,14268 26,86710 28,46725 27,66027 
NT2 25,85146 33,58873 34,42271 29,03034 25,21851 26,85783 
REH 23,83406 24,97802 40,00000 33,51189 36,42278 35,53192 
 
